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Seznam pouzitych zkratek

[Ca®"]e
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[Na'].
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adenosindifosfat, Adenosine DiPhosphate
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spojovaci peptid, Connecting-peptid
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karnitinpalmitoyltransferdza 1, Carnitine PalmitoylTransferase 1
1,2-diacylglycerol, 1,2-DiAcylGlycerol

dispozi¢ni index, Disposition Index

oralni dispozi¢ni index, Oral Disposion Index
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Agriculture Organization
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1. Uvod

V listopadu 1920 kanadsky 1€kat Frederick Grant Banting formuloval hypotézu,
ve které¢ piedpokladal ziskani in vivo biologicky aktivniho vytazku tzv. vnitini sekrece slinivky
bfisni. Poprvé tak byl izolovan zvifeci extrakt s piimym hypoglykemizujicim u¢inkem
a s nutnosti purifikace pro uziti v klinické praxi. Hypotéza byla potvrzena a brzy poté byl
vytazek oznacen jako inzulin. Frederick Grant Banting a John James Rickard Macleod byli
ocenéni za objev inzulinu a kauzalni 1écbu diabetu v roce 1923 Nobelovou cenou za fyziologii
a medicinu. O finan¢ni odménu se dale rozdélili s témi, ktefi méli obrovsky podil na projektu,
tedy se studentem mediciny Charlesem Bestem a chemikem Jamesem Collipem.

Od objeveni inzulinu uplynulo vice nez devadesat pét let a soucasné vice nez devadesat pét let
intenzivniho védeckého vyzkumu ve snaze pochopit fyziologii a patofyziologii hormonu,
jenz mé zésadni postaveni v regulaci metabolismu. I pfes rozsahlé znalosti v této oblasti,
zustava stale mnoho otazek nezodpovézenych a predpoklada se, ze dalsi vyzkum by mohl vést
k vyznamnému posunu v 1écbé prediabetu a diabetu.

Tato prace si klade za cil ukazat moznosti uziti mléénych respektive syrovatkovych bilkovin
k testovani inzulinové sekrece u zdravych jedincl a u pacientl s diabetes mellitus 2. typu
v bézné klinické praxi. Pivodni mysSlenka zabyvat se testovanim stimulované inzulinové
sekrece vychazela z poznatku, Ze testovani sekrecni kapacity fady jinych hormont se osvédcilo
a je nepostradatelnou soucasti klinické endokrinologie. Testovani sekre¢ni kapacity f-bunck
pomoci stimulované inzulinové sekrece vSak zatim chybi v oficidlnich doporucenych
postupech péce o pacienty s diabetes mellitus 2. typu. Stanoveni sekrecni kapacity B-bunck tak
zustava predevSim doménou vyzkumnych laboratoii zaméfenych na oblast energetického

metabolismu, fyziologie a patofyziologie B-bun¢k Langerhansovych ostritvku slinivky bfisni.
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2. Poznamky k inzulinové sekreci

2.1 Inzulin a C-peptid

Inzulin je spole¢né s tzv. spojovacim peptidem (C-peptid, Connecting-peptid) syntetizovan,
skladovan a procesem exocytdzy uvoliiovan z B-bunck Langerhansovych ostravkil slinivky
biisni do krevniho obéhu (obrazek 1).
Inzulin je polypeptidovy hormon, jehoz ndzev vychazi z latinského slova ,,insula* ostrov a je
slozen z 51 aminokyselin seskupenych do dvou fetézci - A (21 aminokyselin) a B (30
aminokyselin) spojenych dvéma disuldifickymi mustky vcetné jednoho disuldifického mistku
piimo uvnitt fetézce A. C-peptid je polypeptid slozeny z 31 aminokyselin.
C-peptid 1 inzulin jsou oba soucasti jejich prekurzorii preproinzulinu a proinzulinu. Stanoveni
hladiny C-peptidu je v porovnani se stanovenim samotného inzulinu u jedincti se zachovalymi
ledvinnymi funkcemi pfesnéjSim ukazatelem vlastni inzulinové sekrece (Eaton et al. 1980).
Diivodt, proc€ je hladina C-peptidu lepSim ukazatelem inzulinové sekrece, je n¢kolik:
1) C-peptid je secernovan z B-bunky v ekvimoldrnim mnozstvi jako inzulin,
2) prvnim prichodem jatry je vstiebano pouze 12 % C-peptidu v porovnani s 50-80 %
inzulinu (Horwitz et al. 1975; Duckworth et al. 1998) a
3) C-peptid mé v krevnim ob¢hu delsi biologicky polocas (cca 30 minut) nez inzulin
(5 minut).
B-bunka

SGP

JADRO GER GA

Obrazek 1 Syntéza inzulinu a C-peptidu vcetné jejich uskladnéni v sekre¢nich granulech B-buiiky.
Biosyntéza inzulinu a C-peptidu za¢ind v jadfe aktivaci transkripce genetické informace pro syntézu
inzulinu (chromozém 11pl5) do informacni jednovldknové nukleotidové kyseliny (mRNA,
messenger RiboNucleic Acid; krok 1). Dale se molekula mRNA dostava z jadra pies cytoplazmu
(krok 2) na ribozomy drsného endoplazmatického retikula (GER, Granular Endoplasmatic
Reticulum), kde dochazi k translaci mRNA do molekuly preproinzulinu (krok 3). V GER dale

vznikd molekula proinzulinu (krok 4). Néasledné je proinzulin transportovan do Golgiho aparatu
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(GA, Golgi Apparatus), kde se tvofi sekre¢ni granula (Rorsman et al. 2000) obsahujici jiz samotny
inzulin (In; v podob¢ hexamert vazanych k zine¢natym iontim), samotny C-peptid (Cp) a mensi
mnozstvi biologicky inaktivniho proinzulinu (Pi; v podobé hexameri vdzanych k zine¢natym
iontim; krok 5). Sekrecni granula délime na tzv. rezervni (SGP, Storage-Granule Pool), ktera jsou
pfitomna v cytoplazmé (> 95 %), a tzv. rychle uvolnitelna (RRP, Readily Releasable Pool),
ktera jsou pfipojena k plazmatické membrané¢ B-bunky (Rorsman et al. 2000; Bratanova-Tochkova
et al. 2002). Podskupinu RRP granul tvoii tzv. ukotvena (docked) granula. Exocytoza sekrecnich
granul je slozity, pfesné regulovany proces (Kelly 1990; Ashcroft et al. 1994), na kterém se ucastni

fada bilkovin (Aslamy a Thurmond 2017).

2.2 Bazalni inzulinova sekrece

Bazalni inzulinové sekrece je inzulinové sekrece pii hladinach glykémie nalacno. Stanoveni
bazélni inzulinové sekrece by mélo byt provedeno s odstupem 10 az 12 hodin od posledni stravy
(Monnier 2000). Uvadi se, ze bazalni inzulinova sekrece ma ptiblizné 50 % podil na celkové
pulzni inzulinové sekreci uvolnéné za 24 hodin (graf 1). Jeji ulohou je potlaceni lipolyzy,
proteolyzy, glykogenolyzy a glukoneogeneze tkanémi zavislymi na inzulinu nala¢no.
Molekularni mechanizmy, které se UcCastni na bazalni inzulinové sekreci, tj. za podminek
normoglykémie nalac¢no, nejsou v literatufe Casto uvadéné. Studie Kellyové et al. (2002)
napt. ukazuje glutaminolyzu jako mechanizmus zodpovédny za bazélni inzulinovou sekreci
(obrazek 2) a soucasn¢ uvadi, ze hladina glykémie pod 5 mmol/l nevede ke stimulované
inzulinové sekreci.

V minulém stoleti byl Richardem N. Bergmanem et al. (1981) popsan uzky vztah mezi bazalni
inzulinovou sekreci, inzulinovou rezistenci (IR, Insulin Resistance) neboli sniZenou
inzulinovou senzitivitou (IS, Insulin Sensitivity) a hladinou glykémie nala¢no (graf 2).
Od té doby je doporuceno tyto tii faktory posuzovat spolecné.

Pomémé  zavadéjici je tedy Siroké rozpéti referencnich  hodnot inzulinu
(3 —25 uU/ml) a C-peptidu (268 - 1274 pmol/l) nalacno pro vSechny vékové kategorie uvedené
firmou Siemens pro analyzator Advia Centaur XP uvefejnéné v laboratorni ptiruéce Ustavu
laboratorni diagnostiky Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze. Je zfejmé, Ze jsou
do referen¢nich hodnot zatazeny i hodnoty tzv. hyperinzulinémie nala¢no (Polonsky et al.

1988).
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Graf 1 Grafické zndzornéni primérného (= SEM) 24hodinového profilu bazalni a stimulované
inzulinové sekrece u zdravych jedincti (Control) a u pacientil s diabetes mellitus 2. typu (Diabetic).
Pacienti s diabetes mellitus 2. typu méli v porovnani se zdravymi jedinci primérné nizsi
stimulovanou C-peptidovou sekreci po peroralnim stimulu (Sipky ukazuji podani stravy). Vysledky
vychazely ze studie, do které bylo zafazeno bez ohledu na hmotnost 16 zdravych jedinct a 14
neuspokojivé kompenzovanych pacientll s diabetes mellitus 2. typu s trvanim diabetu 6,1 + 1,4

(X £ SEM) roku. Ptevzato z pichledu Polonského et al. (1988).
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Obrazek 2 Glutaminolyza.

Na obrazku je schematicky znazornén mechanizmus Uc€astnici se bazalni inzulinové sekrece
dle Kellyové et al. (2002). V mitochondriich (MIT, MITochondria) B-buiitky dochazi enzymem
glutamatdehydrogenaza k oxidativni deaminaci glutamatu na a-ketoglutarat
a nikotinamidadeninnukleotidfosfat. Nasledné¢ vznikly zvySeny pomér adenosintrifosfatu (ATP,
Adenosine TriPhosphate) ke adenosindifosfatu (ADP, Adenosine DiPhosphate) blokuje
ATP-senzitivni draslikovy kanal (K*arp kanal, ATP-sensitive potassium channel) lokalizovany
v cytoplazmatické membran€. Tim dochazi kjeji depolarizaci a otevieni napétové-zavislého
vapnikového kandlu (CaV, Voltage-gated Calcium channel). CaV vstupuji extraceluldrné
lokalizované vapenaté ionty ([Ca?']c, extracellular Calcium ions) do buniky a zvySuji intracelularni
koncentraci vapenatych iont ([Ca?*];, intracellular Calcium ions), coz vede k exocytdze sekreénich

granul do krevniho obé&hu.

Glucose Tolerance

GOOD

Insulin delivery

BAD

v

Insulin sensitivity

Graf 2 Vztah mezi bazalni inzulinovou sekreci (Insulin delivery), inzulinovou senzitivitou (Insulin
sensitivity) a glukdzovou toleranci (Glucose Tolerance). Z grafu vyplyva, Ze pokud bude mit jedinec
snizenou inzulinovou senzitivitu (tj. zvySenou inzulinovou rezistenci) a dojde ke snizené inzulinové
sekreci, vznikne porucha gluk6zového metabolismu (BAD) a naopak. Pievzato z piehledové prace

Ahréna a Paciniho (2004).
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Dle hladiny postprandialni glykémie (trvajici 2 - 4 hodiny po podani stravy) a hladiny glykémie

nala¢no miizeme jedince s hyperinzulinémii a IR rozdélit do 4 skupin (Ahrén a Pacini 2004):

1)

2)

3)

4)

bez poruchy glukdézového metabolismu (v ¢asovém pribéhu dochazi nejprve
k postprandialni kompenzatorni hyperinzulinémii a poté k kompenzatorni
hyperinzulinémii nala¢no; Katz et al. 2000),

s hrani¢ni glykémii nalacno (nekompenzatorni hyperinzulinémie nala¢no,
kompenzatorni postprandidlni hyperinzulinémie; Abdul-Ghani et al. 2006),

s poruchou glukézové tolerance (kompenzatorni lacnd a nekompenzatorni
postprandialni hyperinzulinémie; Abdul-Ghani et al. 2006) a

s diabetes mellitus 2. typu (nekompenzatorni hyperinzulinémie nala¢no 1 postprandialni

s progresi do kvantitativni inzulinové deficience; viz graf 3).

Dlouhotrvajici hyperinzulinémie (nalacno 1 postprandialn¢) dale prohlubuje IR a dochazi

ke zhorSovani B-bunécné funkce.

U jedinct bez poruchy glukézového metabolismu byla nalezena silnd pozitivni korelace mezi

vypocitanym ,,zlatym standardem* IR (piehled metod stanoveni IR uvadi tabulka 1) a hladinou

inzulinu/C-peptidu nala¢no (Katz et al. 2000). U pacienti s diabetes mellitus 2. typu je

v porovnani se zdravymi jedinci obecné nizsi korelace mezi riznymi metodami stanoveni IR.

25+
Fasting 2°

Plasma

Insulin -

(uU/ml)

5

T

T

0 L L ¥ (I (S - el
60 100 140 180 220 260 300 mg/dl
33 56 178 10 12,2 14,4 16,7 mmol/

Fasting Plasma Glucose

Graf 3 Grafické zndzornéni vztahu mezi primérnou hladinou inzulinu nala¢no a hladinou glykémie

nalacno u neobéznich zdravych jedincli, pacientii s prediabetem a pacientll s diabetes mellitus

2.typu. Zhladin normoglykémie do hladin hyperglykémie (pfiblizné 7,8 mmol/l) dochazi

k imérnému vzestupu inzulinu nalac¢no (od 10 uU/ml do 25 uU/ml). Pokud jsou hladiny glykémie

nala¢no vyssi nez 7,8 mmol/l dochéazi k postupnému poklesu hladin inzulinu nalacno. Pfevzato

z prehledu DeFronza et al. (1992).
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2.3 Stimulovana inzulinova sekrece po peroralnim stimulu

Stimulovana inzulinova sekrece neboli na potrave zavisld inzulinova sekrece je dana akutnim
vzestupem hladiny inzulinu/C-peptidu v Zilni krvi na podnét stimulujici latky (graf 1). Jeji
hlavni ulohou je transport glukézy do tkani citlivych na inzulin, stimulace lipogeneze,
proteosyntézy a syntézy glykogenu.

Celkova inzulinova sekrece po perordlnim stimulu se sestava ze tfi ¢astecné se piekryvajicich
fazi — cefalické, gastrointestindlni a substratové. Cefalickd faze je zprostfedkovana
parasympatickym nervovym systémem a neuropeptidy, gastrointestinalni faze je déna sekreci
inkretinovych hormonti a posledni substratova faze inzulinové sekrece je dana ptimym t¢inkem

nutrientd na -bunky.

2.3.1 Cefalicka faze inzulinové sekrece

Cefalickd neboli preabsorpcni faze inzulinové sekrece (CPIR, Cephalic-Phase Insulin Release;
Ahrén a Holst 2001) je dtilezitou soucasti stimulované inzulinové sekrece. V roce 1982 popsali
CPIR Berthoud a Jeanrenaud pii krmeni potkant. Potrava u nich vyvolala v nezavislosti
na dosazeni fundu zaludku (pfed vagotomii) zvySenou inzulinovou sekreci. CPIR vznik4 jako
odpovéd’ na nadprahové smyslové stimuly prostiednictvim nervového reflexniho oblouku.
Chut'ové receptory v dutin€ ustni vedou vzruch do mozku pies nucleus a tractus solitarius,
retikuldrni formaci, parabrachidlni nucleus a dorzalni motoricky nucleus vagu. B-bunky jsou
pak eferentné aktivovany jednak elektrickou aktivaci a jednak neurotransmitery z nervovych
zakonCeni parasympatickych nerv (Marty et al. 2007). CPIR je majoritné zprostiedkovana
cholinergnimi a minoritné¢ non-cholinergnimi mechanizmy (obrazek 3) autonomniho

nervového systému (Ahrén 2000; Gilon a Henquin 2001).
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Obrazek 3 Cefalicka faze inzulinové sekrece.

Acetylcholin (ACh, AcetylCholine) vazbou na muskarinovy membranovy receptor spiazeny
s G proteinem aktivuje fosfolipazu C (PLC, PhosphoLipase C), ktera $tépi membranovy fosfolipid
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na inositol-1,4,5-trifosfatu  (IP3, Inositol-1,4,5-triPhosphate)
a 1,2-diacylglycerol (DAG, 1,2-DiAcylGlycerol). Vazbou IP3 na vapnikové kanaly hladkého
endoplazmatického retikula (SER, Smooth Endoplasmatic Reticulum) dochazi k uvolnéni
vépenatych iontl do cytoplazmy B-bufiky a ke zvySené [Ca'];. Jako reakce na pokles vdpenatych
iontti v SER, dochazi k otevieni CaV a ke vstupu [Ca?]. do bufiky. Zvysena [Ca®']; vede k exocytoze
sekreCnich granul do krevniho obéhu. DAG aktivuje proteinkindzu C (PKC, Protein Kinase C),
ktera zesiluje inzulinovou sekreci. Dale otevira sodikovy kanal v cytoplazmatické membrang,
coz vede ke zvySené intracelularni koncentraci sodiku ([Na'];, intracellular Natrium ions)
s naslednou depolarizaci membrany a otevienim CaV se zvy$enim [Ca?'];. Upraveno dle piehledové
prace Gilona a Henquina (2001).

Non-cholinergni mechanizmy inzulinové sekrece aktivuji vazbou vazoaktivniho intestindlniho
polypeptidu (VIP, Vasoactive Intestinal Polypeptide) a hypofyzarniho polypeptidu aktivujiciho
adenylatcyklazu (PACAP, Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide) aktivuji ptes své
receptory spfazené s G proteinem adenylatcyklazu (AC, Adenylyl Cyclase). AC katalyzuje syntézu
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP, Cyclic Adenosine MonoPhosphate). cAMP aktivuje
proteinkinazu A (PKA, Protein Kinase A), ktera 1) zvySuje [Na']; snaslednou depolarizaci
plazmatické membrany, ¢imz se otevira CaV a zvySuje [Ca®'];, 2) blokadou K*arp kanalu se otevira
CaV se zvySenim [Ca®']; a 3) zvySuje [Ca®']i pies IP3. Polypeptid uvolfiujici gastrin (GRP, Gastrin
Releasing Peptide) aktivuje 1) PLC, 2) fosfolipazu D a 3) AC. Upraveno dle prehledové prace
Ahréna (2000).
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2.3.2 Gastrointestinalni faze inzulinové sekrece

V roce 1906 upozornila prace Benjamina Moora et al. na hormony, které stimuluji sekreci
inzulinu (Kim a Egan 2008). Tyto hormony byly v roce 1929 nazvany La Barrem inkretiny
(Intestine seCRETion InsuliN; Kim a Egan 2008). Inkretinové hormony spole¢né s nervovym
systétmem predstavuji nedilnou soucast systému oznacovaného jako ,.enteroinzularni osa‘“
(Burcelin et al. 2007). Takzvany ,,inkretinovy efekt™ je oznaceni pro stimulovanou inzulinovou
sekreci vyvolanou inkretinovymi hormony po peroralnim stimulu (Elrick et al. 1964; Nauck
et al. 1986).

Mezi inkretinové hormony fadime glukézo-dependentni inzulinotropni polypeptid (GIP,
Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide) secernovany ze specializovanych entero-
endokrinnich K bunék v proximalni ¢asti tenkého stieva (Brown a Dryburgh 1971) a glukagonu
podobny peptid 1 (GLP-1, Glucagon Like Peptide-1), ktery je secernovan L bunkami
lokalizovanymi v distalni ¢asti tenkého stfeva — v ileu a v tlustém sttevé (Polak 1973; Buchan
et al. 1979). Pouze izopeptidy GLP-1(7-37) a GLP-1(7-36)amid zvysuji inzulinovou sekreci
(Mojsov et al. 1987).

Uvolnéni GIP z K buné¢k proximalni ¢asti tenkého stieva a GLP-1 z L buné¢k distalni Casti
tenkého stfeva se mtize uskutecnit jednak pfimym ucfinkem zivin (gluk6za, mastné kyseliny
a aminokyseliny) ve stfevé (Drucker 1998) nebo nepifimym mechanizmem ptes hormonalni ¢i
nervovou stimulaci jejich bunéénych receptorti (Rocca a Brubacker 1999).

Inkretinové hormony stimuluji inzulinovou sekreci pfes své receptory lokalizované
v cytoplazmatické membrané B-bunék a zvysuji [Ca?*]; z vnitinich i z vngj$ich zdroji (obrazek

4).

2.3.3 Substratova faze inzulinové sekrece

Tato faze je ddna pfimym ucinkem slozek stravy (glukoza, mastné kyseliny a aminokyseliny)
na B-bunky.

Pokud jsou ke gluk6ze podédny mastné kyseliny ¢i aminokyseliny tj. neglukézové stimuly,
dochazi k tzv. zesileni gluk6zou stimulované inzulinové sekrece (GSIS, Glucose-Stimulated
Insulin Secretion). Tento jev je popisovan jako tzv. potenciace inzulinové sekrece

neboli synergické zvyseni inzulinové sekrece (Floyd et al. 1970; Nilsson et al. 2004).
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Obrazek 4 Gastrointestinalni faze inzulinové sekrece.

GIP a GLP-1 se vazi na své receptory spfaZzené s G proteinem v plazmatické membrané a aktivuji
AC. cAMP aktivuje PKA, ktera 1) zvySuje [Na']i s naslednou depolarizaci plazmatické membrany,
&imz se otevirda CaV a zvySuje [Ca?'];, 2) blokddou K* atp kandlu se otevird CaV se zvy$enim [Ca?*];

a 3) zvySuje [Ca®"]; pfes IP3. Upraveno dle piehledové prace Kima a Egana (2008).

Glukézou stimulovana inzulinova sekrece

U zdravych jedinct dochéazi po podani glukézy v porovnani s vysledky po podani samotného

tuku ¢i bilkoviny k nejvyraznéjSimu vzestupu inzulinové sekrece. Pod pojmem GSIS (obrazek

5) je zahrnuta jak spusténa (triggering) tak posilend (amplifying) signdlni draha (Aizawa et al.

1998; Henquin 2000).
B-bunka
Amplifying
MIT Pl
Glukéza (I, - /‘*
L JTriggering TATP/ADP T[Ca2+]i
+—
K" \p kanal CaV kanal

[Ca™],

Obrazek 5 Glukozou stimulovana inzulinova sekrece.
Glukoza vstupuje do bunky facilitovanou difazi pres glukozovy transportér 2. Nasledn¢ dochazi
k oxidativni glykolyze glukézy enzymy lokalizovanymi nejprve v cytosolu a poté v mitochondriich

, ocnhonaria). asleane vzni zZvysen omer uzavira ATP anal.
(MIT, MITochondria). Nésledné vznikly zvydeny pomér ATP/ADP ird K'arp kanl
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Tim dochazi k depolarizaci plazmatické membrany a k otevieni CaV vedouci ke zvyseni [Ca®']..
Tato signalni draha se oznacuje jako tzv. spusténa (triggering).

Glukéza stimuluje inzulinovou sekreci také tzv. zesilenou (amplifying) signalni drahou tedy
v nezavislosti na uzavieni K'arp kandlu. Tato signalni draha je aktivovdna riznymi metabolity
nutrienti — adeninovymi a guaninovymi nukleotidy (Henquin 2000), zménou koncentrace
ATP/ADP (Henquin 2000), cAMP (Renstrom et al. 1997), PKA a PKC (Aizawa et al. 1998),
glyceraldehydem a 2-ketoizokaproatem (Aizawa et al. 1998), aktivitou kalmodulin-zavislé
proteinkinazy 2 (Kajio et al. 2001) atd. Upraveno dle ptehledu Aizawy et al. (1998) a Henquina
(2000).

Komatsu et al. (1997) uvadi, ze pravdépodobné posilend signdlni drdha se ucastni
na tzv. casové-zavislém posileni inzulinové sekrece (TDP, Time-Dependent Potentiation). TDP
byla pozorovana nejen po podani glukdzy, ale 1 po podani jinych sekretagog (Grill 1982;
Zawalich 1988) a dochazi pfi ni k pfetrvavajici (az n€kolika hodinové) inzulinové sekrece
Jiz bez zavislosti na pfimém pusobeni inzulinovych sekretagog (Grodsky et al. 1969). TDP
zesiluje inzulinovou sekreci vyvolanou rtiznymi signalnimi drahami a zavisi mj. na ¢asovém
intervalu mezi expozicemi ¢i na délce expozice a koncentraci stimula¢ni latky (Grill

a Rundfeldt 1979; Nesher a Cerasi 2002).

Mastnymi kyselinami stimulovana inzulinova sekrece

V piehledové praci Nolan et al. (2006) popisuje tii metabolické signalni drahy, kterymi volné
mastné kyseliny (FFAs, Free Fatty Acids) zesiluji GSIS. Intracelularni metabolismus FFAs je
podstatou prvnich dvou uzce kooperujicich metabolickych cest. Treti metabolicka draha je dana

pfimym uc¢inkem FFAs na membranovy receptor (obrazek 6).

Aminokyselinami stimulovana inzulinova sekrece

Od druhé poloviny 20. stoleti je zndmo, Ze bilkoviny stimuluji inzulinovou sekreci (Floyd et al.
1966). Peroralné ¢i intravendzné podané jednotlivé aminokyseliny nebo jejich smési v rizné
mife stimuluji inzulinovou sekreci (obrazek 7). Peroralné podané aminokyseliny zesiluji GSIS

piimym pusobenim na B-bunky a ptes aktivaci inkretinovych hormonti (van Loon 2007).
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Obrazek 6 Mastnymi kyselinami stimulovana inzulinova sekrece.

Prvni signalni draha (Carkovana ¢ara) je oznacena jako ,,Mal-CoA/LCFA-CoA*. Principem této metabolické
drahy je intracelularni zvySeni koncentrace malonyl-koenzymu A (Mal-CoA, Malonyl-Coenzyme A).
Mal-CoA inhibuje oxidaci FFAs v mitochondriich (MIT, MITochondria) karnitin palmitoyl transferazou 1
(CPT-1, Carnitine PalmitoylTransferase 1) a dochazi tak v cytosolu B-bunky ke zvysené koncentraci esterti
koenzymti mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (LCFA-CoA, Long-Chain Fatty Acyl-CoA). ZvySené
koncentrace LFCA-CoA se dale ucastni na procesu inzulinové sekrece piimo ¢i jako soucast druhé signalni
drahy. Druhd signalni draha (Cerchovand ¢éara) je oznacovéana jako ,,TG/LCFA-CoA®“. LCFA-CoA jsou
esterifikovany s glycerol-3-fosfatem na komplexni lipidy resp. triacylglyceroly (TAG, TriAcylGlyceride),
diacylglyceroly (DAG, DiAcylGlycerol) a fosfolipidy (PL, PhosphoLipides), které nasledné podléhaji lipolyze.
Tieti mechanizmus (teckovana ¢ara) je dan aktivaci membranového receptoru FFARI1. Vysvétlivky: SER
(hladké endoplazmatické retikulum, Smooth Endolasmatic Reticulum). Upraveno dle Nolana et al. (20006).
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Obrazek 7 Aminokyselinami stimulovand inzulinova sekrece.

Aminokyseliny stimuluji inzulinovou sekreci nékolika mechanizmy: 1) samotnou depolarizaci plazmatické
membrany (I-lysin, lI-arginin), 2) zvy$enim [Na*]i s naslednou depolarizaci plazmatické membrany (I-alanin,
I-glycin, 1-prolin) a 3) zvysenym pomérem ATP/ADP (I-leucin, 1-prolin, 1-glutamin, l-alanin). Upraveno dle
Liu et al. (2012).
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Dle schopnosti endogenni biosyntézy délime aminokyseliny na esencidlni a neesencialni.
Ve vztahu k metabolismu gluk6zy délime aminokyseliny na glukogenni a neglukogenni neboli
ketogenni. L-aspartat, 1-arginin, l-serin, l-histidin, 1-cystein, I-glutamin, l-metionin, 1-valin,
l-glutamat, I-prolin, I-glycin, l-alanin jsou zastupci glukogennich aminokyselin, které se
metabolizuji na a-ketoglutarat, pyruvat, oxalacetat, fumarat nebo sukcinyl-CoA a ucastni se
glukoneogeneze tj. biosyntézy glukozy. L-leucin a I-lysin jsou neglukogenni aminokyseliny,
které se metabolizuji na acetyl-koenzym A a acetoacetat. L-isoleucin, I-threonin, 1-tryptofan,
I-fenylalanin a I-tyrosin se také metabolizuji na acetyl-koenzym A a acetoacetat (Brosnan
2003).

Vétvené aminokyseliny (BCAAs, Branched Chain Amino Acids) patii mezi nejvice
inzulinotropni aminokyseliny (Nilsson et al. 2004). Mezi BCAAs patii esencidlni l-leucin,
l-isoleucin a I-valin. Peroralné i intraven6zn¢ podany l-leucin je oznacovan za nejvyznamnéjsi
inzulinové sekretagogum mezi BCAAs (Fajans et al. 1963; Floyd et al. 1963). L-leucin
stimuluje inzulinovou sekreci i pti hladindch normoglykémie (Gao et al. 2003) v zasad¢ tfemi
metabolickymi drdhami: 1) oxidativni dekarboxylaci a-ketoisokaproatu a 2) glutaminolyzou
respektive allosterickou aktivaci glutamatdehydrogenazy (Liu et al. 2003). Ob& metabolické
drahy jsou soucasti mitochondridlniho metabolismu za vzniku acetyl-koenzymu A,
acetoacetatu, adenosintrifosfat a citratu. Treti mechanizmus aktivovany l-leucinem se podili
na regulaci proteosyntézy vcetné biosyntézy inzulinu pfes rapamycin-senzitivni serin/threonin

kinazu (Xu G. et al. 2001).

2.4 p-bunécna dysfunkce

Pacienti s diabetes mellitus 2. typu jsou charakterizovani chronickou hyperglykémii. Pti rozvoji
diabetu 2. typu je vétSinou nejprve piitomna postprandidlni hyperglykémie a az poté
hyperglykémie nala¢no. Dle piehledové prace DeFronza (2009) pfispiva ke vzniku
hyperglykémie u pacientti s diabetes mellitus 2. typu téchto osm slozek:

1) zvysena endogenni produkce glukozy,

2) zvysena sekrece glukagonu,

3) P—bunécna dysfunkce,

4) snizeni inkretinového efektu,

5) zvysena lipolyza,

6) zvysena reabsorpce glukézy v ledvinach,

7) zvysena inzulinova rezistence a
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8) dysfunkce neurotransmiterd.
Je znamo, Ze P—buncécéna dysfunkce je primarni poruchou vedouci (pfi pfitomné inzulinové

rezistenci) k manifestaci diabetes mellitus 2. typu.

2.5 Stimulacni testy inzulinové sekrece

V metabolickych studiich je test bézn¢ definovan konkrétni podanou latkou (vcetné jejiho
mnozstvi a délky podani) a odbérem biologického materialu (vétSinou zilni krve) ke stanoveni
hladin analytd (inzulin/C-peptid, glykémie) v jednotlivych casovych intervalech.

Pted provedenim testu musi byt v prvni fadé rozhodnuto, zda je jeho absolvovani pro pacienta
bezpecné. Zpocatku tedy musi byt zhodnoceny tzv. absolutni a relativni kontraindikace testu.
Naptiklad testy s podanim glukézy ¢i glukagonu jsou hyperglykemizujici a u pacient
s diabetes mellitus 2. typu mohou vést k dekompenzaci diabetu s nutnosti podani exogenniho
inzulinu. Test by déale nem¢l absolvovat jedinec s akutnim onemocnénim ¢i s poruchou
ledvinnych funkci.

Pokud je rozhodnuto, ze test bude proveden, je nutné absolvovat tzv. pfipravu pied testem,
tak aby byly zachovany standardni podminky provedeni testu. Casto je v literatuie uzivana
piiprava, ktera je doporuCena pied provedenim ordlniho glukézového toleranc¢niho testu
(OGTT, Oral Glucose Tolerance Test; de Vegt et al. 1998). Tedy tfi dny pred uskute¢nénim
testu by méla byt podavana strava s minimalnim obsahem 150 g sacharidti za den a mé¢la by byt
vynechana extrémni fyzickd zatéz. Pred vlastnim testem by mélo byt zajisténo minimalné
osmihodinové lacnéni vcetné vynechani koufeni. Pied podanim testované latky je
doporucovéno zajistit minimalné¢ 20 minut klidu na lizku ¢i vsedé. Béhem testu by mél byt
jedinec v klidu. V tabulce 2 jsou znazornény zakladni charakteristiky jednotlivych testt
uzivanych ¢asto v experimentalnich pracich.

Mezi nejcastéji uzivané peroralni testy patii OGTT a test zalozeny na podani smiSené stravy
(MMTT, Mixed Meal Tolerance Test). Vysledek testu inzulinové sekrece po podani
perordlniho stimulu je zavisly na nckolika proménnych — na funkci nervového systému,
na funkci gastrointestinalniho traktu (na motilit¢ jicnu, na rychlosti vyprazdiiovani zaludku,
na motilité stieva, na traveni a na vstiebavani zivin v gastrointestinalniho traktu, na uc¢inku
inkretinll), na zastoupeni nutrienti v krevnim obchu a tedy na vlastnim U¢inku substrati
na B-bunku. Kazdy z téchto faktorti tak muze ovlivnit inzulinovou sekreci. Po peroralnim
podani stimulu se cefalicka, gastrointestinalni a substratova faze inzulinové¢ sekrece promita do

dvou fazi tzv. ¢asné a pozdni faze inzulinové sekrece (graf 4).
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Graf 4 Zhodnoceni hladiny glykémie (vlevo) a inzulinové sekrece (vpravo) u neobéznich zdravych
jedinct (Nondiabetic Profile) a u neobéznich pacientii s diabetes mellitus 2. typu (Diabetic Profile)
po podani MMTT.

V grafu je oznacena tzv. ¢asna (E; do 30. minuty po podani stimulu) a pozdni faze (L; od 30. do 300.

minuty po podani stimulu) inzulinové sekrece. Pfevzato z prace Basuové et al. (1996).

Mezi nejcastéji uzivané intravendzni testy patii intravenozni glukdzovy toleran¢ni test (IVGTT,
IntraVenous Glucose Tolerance Test), argininovy stimulacni test (AST, Arginin Stimulation
Test) a glukagonovy stimula¢ni test (GST, Glucagon Stimulation Test). Intravenozni testy
obchazi gastrointestinalni trakt, a proto jsou nefyziologickymi stimuly inzulinové sekrece
a mohou mit vice nezddoucich GCinkll nez testy peroralni. Vzhledem k vétSimu mnozstvi
nezadoucich ucinkd a nutnosti odbéra v kratkych casovych intervalech je nutna piitomnost
erudovaného persondlu béhem provedeni testu. Po intraven6znim podani stimulu se inzulinova
sekrece promita do dvou fazi tzv. prvni a druhé faze inzulinové sekrece (graf 5). Hovoiime
o takzvané bifazické inzulinové sekreci v ¢ase (Curry et al. 1968; Cerasi a Luft 1967).
Origindlni prace autorti Cerasiho a Lufta (1967) se tykala charakteristiky inzulinové sekrece
po intravendzni podani glukozy u zdravych jedincti a u pacientli s diabetes mellitus 2. typu.
Tato prace je zpracovana velmi precizné a s jejimi zaveéry lze vice nez souhlasit i dnes. E. Cerasi
a R. Luft ukdzali vyraznou individualni variabilitu stimulované inzulinové sekrece
po intravendznim podani glukézy u zdravych jedincil i u pacientl s diabetes mellitus 2. typu.
Velmi zajimavé a prakticky dulezit¢é je zjisténi, Ze jedinci snormalni hladinou
inzulinu/C-peptidu nalacno, ktefi jsou oznaceni jako ,,zdravi“ ve vztahu ke glukézovému
metabolismu, mohou mit:

1) tzv.,fyziologickou® prvni i druhou fazi inzulinové sekrece resp. optimalni B—bunécnou

funkei,
2) tzv. ,hyperinzulinémii* tj. troj- a vicenasobné zvyseni prvni i druhé faze inzulinové

sekrece oproti hodnoté nalacno a
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3) tzv. ,fyziologickou“ druhou fazi, ale nedostatecn¢ zvySenou prvni fazi
po intravendznim stimulu gluk6zou. Tieti skupina dosud zdravych jedincti by méla byt

povazovana dle autord za potencialni diabetiky.
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Graf 5 Inzulinova a glykemickd odpoveéd po podani intravendzni glukézy u zdravych jedinct
(Healthy controls) a u pacientt s diabetes mellitus 2. typu (Patients with type 2 diabetes).

Primérnd plazmaticka hladina glukézy nalac¢no byla u zdravych jedinct 4,7 £ 0,2 mmol/l a u
pacientl s diabetes mellitus 2. typu 8,9 = 0,6 mmol/l. V grafu je vyznacena prvni (1.) a druha (2.)

faze inzulinové sekrece po intravendznim stimulu. Pfevzato z prace Bergmana et al. (2002).

I ptes individualni charakteristiku stimulované inzulinové sekrece u zdravych jedinct dochazi
s vékem k pfirozenému mirnému snizovani stimulované inzulinové sekrece a k sekreci
zvySen¢ho poméru proinzulinu/inzulinu pfi mirn€ rostouci inzulinové rezistenci za podminek
normoglykémie (Fritsche et al. 2002).

Zvysujici se hladina glykémie umérné zvysuje prvni fazi inzulinové sekrece po negluk6zovém
stimulu (Ward et al. 1984). Maximalni potenciace gluk6zou po podani neglukdézového stimulu
(5 g argininu) je dosazeno pii hladin¢ glykémie 25 mmol/l. Uvadi se, ze za téchto podminek

muzeme zhodnotit maximalni B—bunéénou sekrecni kapacitu u zdravych jedincti.
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2.5.1 Casna faze inzulinové sekrece

Zdravi jedinci
U zdravych jedinct dochédzi po podéani peroralniho stimulu k rychlému vzestupu inzulinové
sekrece vét§inou s maximem hodnot v 30. minuté. Casovy interval od podani peroralniho
stimulu do 30. minuty je bézn¢ oznacovan jako ¢asna faze inzulinové sekrece (Curry et al. 1968,
Caumo a Luzi 2004).
Casna fize inzulinové sekrece je zprostiedkovana CPIR, gastrointestinalni a &astednd
1 substratovou fazi. Jaky je pfesny pomér mezi témito fdzemi, neni pfesn¢ zndmo. Teff
a Engelman (1996) uvadéji, ze pomér jednotlivych fazi na celkové stimulované inzulinové
sekreci po podani perordlniho stimulu u zdravych jedincti nasledujici - CPIR (1 — 3 %)),
gastrointestinalni faze (50 — 70 %) a substratova faze (27 — 47 %). CPIR je charakterizovana
zvySenymi hladinami inzulinu v zilni krvi do 2 minut po stimulu s vrcholem ve 4. minuté
a s navratem k hladindm nala¢no do 8. az 10. minuty po stimulaci (Berthoud a Jeanrenaud
1982). Gastrointestindlni fze je pozorovéana pfedevs§im mezi 15. — 30. minutou po peroralnim
podani stimulu (Roberge et al. 1996), tedy za ptitomnosti stimula¢nich hladin glykémie (Holz
a Habener 1992; Tsai et al. 1997). U zdravych jedinct se podili na gastrointestinalni fazi z 80
az 90 % GIP (Gault et al. 2003) a z 10 az 20 % GLP-1. Bylo prokazané, Ze ackoliv jsou hladiny
GIP v cirkulaci vy$si nez hladiny GLP-1 (Nauck et al. 1993), ma GLP-1 vyssi kapacitu
stimulovat inzulinovou sekreci nez GIP (Elahi et al. 1994). Déle nelze opomenout, Ze inkretiny
jsou extracelularné Stépeny dipeptidylpeptiddzou-4 (DPP-4, DiPeptidyl Peptidase-4; Yaron
a Naider 1993), ktera tak sniZuje jejich Gi¢inek na receptorech. Casna faze inzulinové sekrece je
déna uvolnénim RRP granul.
Casnou fazi inzulinové sekrece miizeme zhodnotit:
1) Pomoci znalosti hladiny inzulinu/C-peptidu nalacno a v 30. minut¢ po podani
peroralniho stimulu.
U zdravych neobéznich jedincu byly ve studii Mitrakou et al. (1992) priimérné hodnoty
inzulinu nalacno 49 + 9 pmol/l (x + SEM). Po peroralnim podani glukozy (1 g glukozy
na hmotnost jedince, maximalne 75 g) byla prumérna hodnota plazmatického inzulinu
v 30. minuté 396 £ 42 pmol/l. Zvyseni oproti hodnoté nalacno bylo v 30. minuté tedy
vice nez osminasobné. Priumérné pétkrat vyssi byla inzulinova sekrece po MMTT
(energeticky obsah: 30 kcal/kg; 50 % sacharidii, 15 % bilkovin a 35 % tuku) v porovnani
s hodnotou nalacno (Polonsky et al. 1988).
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2)

3)

4)

Pomoci vypoctu plochy pod kiivkou mezi nultou a 30. minutou (AUCy-30, Area Under
the Curveo-30) po podani peroralniho stimulu (Ahrén a Pacini 2004; Retnakaran 2008)
nebo jako inkrementalni (pfirastkovou) plochu pod kiivkou mezi nultou a 30. minutou
(1AUC.30, Incremental Area Under the Curveo-30; Retnakaran 2008).

Pomoci vypoctu inzulinogenniho indexu (IGI, Insulinogenic Index), ktery koreluje
(r=288, p < 0,01) sprvni fazi inzulinové sekrece po podani intravenodzni glukézy
(Kosaka et al. 1996).

Primeérné hodnoty IGI u zdravych jedincii byly 1,28 + 0,6 . 107 (Wopereis S. et al.
2017).

Pomoci indexu inzulinové sekrece pocitané jako Alo-130/ AGo-G3o (Utzschneider et al.
2009).

Prumerné hodnoty indexu inzulinové sekrece u zdravych jedincit byly 105,7 pmol/mmol

(Utzschneider et al. 2009) a 157,7 £ 9,7 pmol/mmol (Jensen et al. 2002).

Pacienti s prediabetem a diabetes mellitus 2. typu

Ke snizeni Casné faze inzulinové sekrece dochazi dle Faercha et al. (2009) jiz nékolik let

pied rozvojem poruchy glukézové tolerance. Casna faze inzulinové sekrece po podani

peroralniho stimulu je u pacientii s diabetes mellitus 2. typu snizend nikoliv vymizeld

(Ferrannini a Mari 2004).

Uvadi se n¢kolik patogenetickych mechanismil, které se podileji na snizeni Casné faze

inzulinové sekrece u jedinci s predpokladanou genetickou predispozici (Ward et al. 1984):

1)

2)

3)
4)

kvantitativni porucha inzulinové sekrece resp. ubytek 40 - 80 % z celkové ptivodni
B-bunééné masy (Unger 1995; Prentki et al. 2002; Chang-chen et al. 2008; Oh 2015),
napt.: defekt inzulinového genu; amylinovd depozita; nerovnovaha mezi neogenezi,
proliferaci a bunécnou hypertrofii na jedné strané¢ a mezi apoptézou na stran¢ druhé;
glukolipotoxicita respektive oxidacni stres; porucha metabolickych signalnich drah;
stres endoplazmatického retikula,

kvalitativni porucha inzulinové sekrece, napf.: ztrata pulzativity (O’Meara et al. 1993;
Bergman et al. 2002); zvySeny pomér proinzulin/inzulin v sekre¢nich granulech
(DeFronzo et al. 1992; Larsson a Ahrén 1999; Bergman et al. 2002); niz$i [Ca®'];;
nespravna fluze granul s bunéénou membranou (Ellison et al. 2008),

ptitomnost inzulinové rezistence (Ward et al. 1984) a

nedostateCna suprese endogenni tvorby glukozy jatry pfi nedostatecné inzulinoveé

sekreci (Mitrakou et al. 1992).
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Je znamo, Ze u pacientd s diabetes mellitus 2. typu je sniZend uc¢innost inkretinovych hormoni
na B-bunku, kterd je zfejm¢ zodpovédna i za poruchu casné faze inzulinové sekrece (Seino
et al. 2010). Hladiny GIP a GLP-1 jsou obecné u pacientil s diabetes mellitus 2. typu sniZzeny
v porovnani se zdravymi jedinci. Dle Naucka et al. (1986) je u pacienti s diabetes mellitus
2. typu spolutcast inkretinti na celkové inzulinové sekreci 36 + 8,8 % (oproti 50-70 % podilu
na inzulinové sekreci u zdravych jedinct dle Teffa a Engelmana 1996). Vice nez GIP (Ross
et al. 1977; Creutzfeld et al. 1980) je snizena sekrece GLP-1 (Holst a Gromada 2004). Soucasn¢
je na plazmatické membran¢ B-bunck snizend koncentrace receptorti pro GIP, ale zachovéana
koncentrace receptort pro GLP-1 (Holst a Gromada 2004), ¢ehoz se vyuziva pii 1€cb¢ analogy
GLP-1. Nelze opomenout, Ze t¢innost inkretinll je snizena St€épenim DPP-4 (Yaron a Naider
1993).

U pacientii s poruchou glukézové tolerance je primérna hladina inzulinu nala¢no vyssi
a prumérnd hladina inzulinu v 30. minuté po podani perordlniho stimulu cca o 40 % niZsi
v porovndni se zdravymi jedinci.

V praci Mitrakou et al. (1992) byly zjisteny prumeérné hodnoty inzulinu nalacno 75 = 23 pmol/l
u neobéznich pacientit a 126 = 31 pmol/l u obéznich s poruchou glukozové tolerance.
Po peroralnim podani glukozy (lg glukozy na hmotnost jedince, maximalné 75 g) byla
priumeérna hodnota plazmatického inzulinu v 30. minute 244 + 35 pmol/l u neobéznich pacienti
a 279 £ 29 pmol/l u obéznich pacientit s poruchou glukozove tolerance. U neobéznich pacientii
byl vzestup do 30. minuty prumérné trojnasobny a u obéznich pacientii s poruchou glukozove
tolerance primérné dvojnasobny.

Prumérna hodnota IGI u pacientit s prediabetem byla 0,27 mU/l/mg/dl (Oka et al. 2012).
Priimérna hodnota Aly-130/AG-Gso byla u prediabetikii 77,9 . 107 (Utzschneider et al. 2009).
Po peroralni podani stejného mnozstvi glukdézy byla u pacientii s diabetes mellitus 2. typu
1990; Bergman et al. 2002). Pravdépodobné se jednd o snizenou odpovéd [-bunky
na glukézovy stimul. Na druhou stranu u neglukézového stimulu nedochazi u téchto pacientt
k tak vyraznému snizeni inzulinové sekrece (Ward et al. 1984; Prentki et al. 2002).

Priameérné hodnoty IGI u pacientii s diabetes mellitus 2. typu byly 0,26 = 0,1 . 107 (Wopereis
etal. 2017). Primérné hodnoty Alp-130/4Go-G3o byly u pacientii s diabetes mellitus 2. typu
57,5+73. 1073 (Jensen et al. 2002).
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2.5.2 Pozdni faze inzulinové sekrece

Zdravi jedinci

Stimulovana inzulinova sekrece po podani peroralniho stimulu v ¢asovém intervalu od 30.
minuty do navratu k hodnot¢ inzulinu/C-peptidu nalacno (v intervalu ptiblizné do 120. ¢i 180.
minuty) je oznacovana jako pozdni faze inzulinové sekrece (Curry et al. 1968; Caumo a Luzi
2004). Tato faze je podminéna jednak u¢inkem inkretind, jejichz uvolnéni pokracuje i mezi 90.
a 120. minutou po podani peroralniho stimulu (Roberge et al. 1996), a jednak ptedevSim
substratovou fazi (Rehfeld a Stadil 1973) inzulinové sekrece. Béhem této faze dochazi
k mobilizaci nove syntetizovanych granul, kterd se pfes SGP a RRP granula uvoliiuji z B-bun¢k.
Pozdni faze inzulinové sekrece po peroralnim stimulu se ¢asto nestanovuje. Spise se stanovuje

celkova inzulinova sekrece po podani stimulujici latky napriklad jako primeérna iAUCy. ;2.

Pacienti s prediabetem a diabetes mellitus 2. typu

Dle charakteru pozdni faze inzulinové sekrece mizeme velmi zjednodusené pacienty s diabetes
mellitus 2. typu rozdélit do dvou skupin a to na pacienty se ,,zachovalou® stimulovanou
inzulinovou sekreci a na pacienty s ,,vyhaslou®“ stimulovanou inzulinovou sekreci. Prvni
skupina pacientii ma dle hladin inzulinu/C-peptidu urcitym zptsobem zachovalou sekrecni
schopnost B-bun¢k a tedy po perordlnim podéani stimulac¢ni latky u nich dochazi k uvolnéni
inzulinu/C-peptidu do Zilni krvi. U druhé skupiny pacientli nedochazi po stimulu k vyraznému
vzestupu inzulinové sekrece (tj. maximalni hladina inzulinu/C-peptidu po podéni stimulu
nedosahuje dvojnasobku hladiny nala¢no). Pacienti se zachovalou stimulovanou sekreci
dosahuji maximalni hladiny inzulinu/C-peptidu nejdiive po 60. minuté po podani peroralniho
stimulu. U pacientil s vyhaslou stimulovanou inzulinovou sekreci nevede substratova faze
k vyrazné sekreci inzulinu/C-peptidu tak, aby byla zajisténa normoglykémie nalac¢no. U téchto
pacientli je mén¢ pravdépodobné, Ze budou mit perordlni antidiabetika typu inzulinovych
sekretagog 1écebny efekt.

Prumeérné 2 az 2,5krat byla zvySena inzulinova sekrece po MMTT v porovnani s lacnou
hodnotou u pacientii s diabetes mellitus 2. typu (Polonsky et al. 1988). Pozdni faze inzulinové

sekrece po peroralnim stimulu se casto nestanovuje.

2.5.3 Prvni faze inzulinové sekrece

Zdravi jedinci
Bifazicka inzulinova sekrece po intravendznim podani gluk6ézy vznika pfimym vlivem

stimulacnich hladin glykémie v zavislosti na koncentraci podané glukozy a délce piisobeni
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v zilni krvi. VEt§i mnozstvi inzulinu/C-peptidu je uvolnéno pii druhé fazi inzulinové sekrece
(Straub et al. 1998). Inzulinova sekrece po intraven6znim podani glukézy mé proto celkove
rychly pribéh, ale mnozstvi uvolnéného inzulinu je u zdravych jedinci celkové nizsi
v porovnani s podanim stejného mnozstvi glukozy peroralné (Nauck et al. 1986).
Prvni faze je nc¢kdy oznacovédna jako akutni inzulinovd odpovéd’ (AIR, Acute Insulin
Response), kterd vznika po rychlém intraven6znim podani vyrazného mnozstvi glukézy. Pokud
je podani glukozy pomalé ¢i jeji koncentrace je nizkd dochazi ke vzniku monofazické
inzulinové sekrece (Grodsky 1972).
Dle Bergmana (1989) se prvni faze inzulinové sekrece podili z 38 % na celkové inzulinové
sekreci u zdravych jedinct. Prvni faze inzulinové sekrece po podéani glukoézy je dana uvolnénim
RRP granul (Henquin et al. 2002). Vyplavovani téchto granul miiZe trvat i vice nez 5 minut
po zacatku stimulace gluk6zou (Rorsman et al. 2000). Prvni fdze zacina 1 az 3 minuty
po intravendznim podani glukézy, dosahuje maxima mezi 3. a 5. minutou (Ward et al. 1984)
a trva typicky do 10 minut (Rorsman et al. 2000; Shibasaki et al. 2007; Fu et al. 2013).
Dle Cerasiho (1975) mtize nastat u zdravych jedinct:

1) tzv. ,fyziologicka® prvni faze inzulinové sekrece (tj. od dvoj- po trojnasobek la¢nych

hodnot),
2) tzv. ,hyperinzulinémii® tj. troj- a vicenasobné zvyseni prvni faze inzulinové sekrece
oproti hodnot¢ nalacno.

Po AST byla primérna hladina prvni faze inzulinové sekrece pri normoglykémii pocitana jako
prumérna hodnota mezi 2. - 5. minutou po podani 5 g argininu po odectenim bazalni hodnoty
AIRyormogivkemie = 338 + 189 pmol/l (Kahn et al. 2001; Ahrén a Larsson 2002). Na hladiné
glykémie 14 byla prumeérnd hodnota prvni faze inzulinové sekrece AIR14 = 880 + 499 pmol/l
a na hladine glykémie 25 mmol/l byla AIR>s = 1056 £ 617 pmol/l . Prumérna AUCy.19 byla
1083,2 = 132,5 pmol/l . min (Brdndle et al. 2001). Po podani 1 g glukagonu (Vilsboll et al.
2000) bylo pozorovano maximum hodnot mezi 6. - 10. minutou s absolutni hodnotou
360 + 39 pmol/l . Po IVGTT doslo k maximu ve 3. minuté s priimérnou hladinou 350 pmol/l,
tedy k pétinasobnému zvyseni. Maximalni hodnota inzulinové sekrece vyvolana glukozou byla

326,4 + 41,6 pmol/l (DeFronzo et al. 1979).

Pacienti s prediabetem a diabetes mellitus 2. typu
U pacientll s prediabetem a diabetes mellitus 2. typu neni prvni faze inzulinové sekrece
po podani intravendzniho stimulu pfitomna (Cerasi a Luft 1967; Pfeifer et al. 1981; DeFronzo

et al. 1992). Ztrata prvni faze inzulinové sekrece je u nediabetikl prvnim ukazatelem B-bunécné
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dysfunkce (Simpson et al. 1968; Cerasi etal. 1972; Weir 1982; Calles-Escadon et al. 1987; Luzi
a DeFronzo 1989; Hosker et al. 1989; Leahy 1990).

Porucha prvni fize inzulinové sekrece byla zjisténa, pokud nebyla dostate¢né zvysena [Ca®'];
(Henquin et al. 2002) a pokud byla pfitomna porucha exocytozy s celkové niz§im mnoZzstvim

SGP granul (Rorsman et al. 2000; Ostenson et al. 2006; Ohara-Imaizumi et al. 2007).

2.5.4 Druha faze inzulinové sekrece

Zdravi jedinci

Druhé faze je zavisla na hlading stimulujici glykémie a délce jejiho plisobeni. Druha faze muaze
trvat od 10. minuty az nékolik hodin. Druhé faze inzulinové sekrece se podili z 62 % na celkové
inzulinové sekreci u zdravého jedince a je béhem ni vyplaveno v priméru dvakrat vice inzulinu
nez v 1. fazi inzulinové sekrece (Bergman et al. 1989).

Druhé faze inzulinové sekrece je dana piedevsim zesilenim GSIS (Aizawa et al. 1998) a dale
piidatnym mechanizmem nazvanym TDP (Gunawardana et al. 2004). Druha faze je
zprostfedkovana mobilizaci nové syntetizovanych granul, kterd se pfes SGP a RRP granula
uvolnuji z B—bunék (Kelly 1990; Taguchi et al. 1995; Aizawa et al. 1998; Henquin et al. 2002).
Po IVGTT byla u zdravych jedincu primeérna hodnota druhé faze inzulinové sekrece

444,5 = 20,1 pmol/l (DeFronzo et al. 1979).

Pacienti s prediabetem a diabetes mellitus 2. typu

Jak jiz bylo uvedeno, u pacientli s diabetes mellitus 2. typu je v porovnani se zdravymi jedinci
snizena celkova inzulinova sekrece. Mezi jednotlivymi pacienty se vSak hladina stimulované
inzulinové sekrece lisi a je tedy nutné ji posuzovat individualng (Cerasi 1975).

Inzulinova sekrece je u pacientl s diabetes mellitus 2. typu ovlivnéna pomalou mobilizaci nové
syntetizovanych granul, ¢imz dochazi k jejich pomalému dopliiovani a nasledné¢ i pomalému
uvoliiovani z -bunky. Pfehledova prace Rorsmana et al. (2000) ukazuje, ze defekt v sekreci
zpétné preméneéna na glukézu. Dochézi tak k nizSimu poméru ATP/ADP, coz vede jednak
k poruse spusténé signalni drahy GSIS, ale i k pomalé mobilizaci a dopliiovani RRP granul
veetné vyssi koncentrace proinzulinu v granulech.

Stejné jako po perordlnim podani stimulu mizeme pacienty s diabetes mellitus 2. typu rozdélit
do dvou skupin dle hladin inzulinu/C-peptidu po intravenéznim podani glukézy na skupinu

se zachovalou a s vyhaslou stimulovanou inzulinovou sekreci.
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2.6 Obnova B-bunécné funkce

Zhodnoceni B-bunécéné funkce je uzitecné i1 z hlediska sledovani Uc¢innosti terapeutickych
zasaht s cilem obnovit inzulinovou sekreci.

Rada studii prokazala, 7e lze do ur¢ité miry tzkou metabolickou kompenzaci s cilem
normoglykémie u nékterych pacientd s diabetes mellitus 2. typu docilit parcialni obnovy prvni
a druh¢ faze inzulinové sekrece. Pozitivni vliv na zlepSeni B-bunécné funkce ma snizeni télesné
hmotnosti (Ward et al. 1984; Dela et al. 2004) a farmakoterapie, napt. derivaty sulfonylurey
(Korytkowski 2002), thiazolidindiony (Bergman et al. 2002; Gastadelli et al. 2006), inhibitory
DPP-4 (Sjostrand et al. 2014), analogy GLP-1 (Egan et al. 2002; Retnakaran 2014), glifloziny

(Polidori et al. 2014) ¢i exogenni podani inzulinu (Harrison et al. 2012).
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3. Poznamky k syrovatkovym bilkovinam

3.1 Mléko

Z hlediska obecného vniméni prospéSnosti potraviny je zakladnim predpokladem vhodny obsah
energie a zivin s minimem nezadoucich u¢inkl na lidsky organismus. Pozitivni i negativni
ucinky jsou tak hodnoceny po kratkodobém nebo dlouhodobém podévani. Z pohledu
prospésnosti mé mléko a mlécné vyrobky své podporovatele 1 odptrce z fad laické 1 odborné
vefejnosti. Spole¢nosti pro vyzivu Ceské republiky a stejné tak i evropskymi odbornymi
spole¢nostmi je doporucovano podavani mléka a mléénych vyrobkl détem, t€hotnym a kojicim
7enam a v neposledni fadé seniorim. Dle statistickych tdaji Ceského statistického ufadu
(zvefejnéno 30. 11. 2017) &inila v roce 2016 spotieba kravského mléka v Ceské republice
58,6 litru na obyvatele a jeho spotfeba meziro¢n¢ neklesa.

Mezinarodni mlékarenska federace (IDF, International Dairy Federation) uvadi, ze nelze
jednoduse uvést presné zastoupeni jednotlivych slozek riznych druhti mlék. Zavisi totiz velmi
na plemenu zivocisného druhu, véku, stravé, pohybové aktivité, stupni tvorby a vylucovani
mléka z mlécné Zlazy a poctu porodll zvitat. Zajimavé jsou vSak udaje o primérném zastoupeni
hlavnich Zzivin v jednotlivych druzich zndmych mlék (tabulka 3). Velmi obdobné slozeni
hlavnich Zivin ma mléko kozi, od dromedara a kravské. Primérné zastoupeni tuku je vice
nez dvojnasobné zvysené v losim, buvolim, ov¢im a ja¢im mléku v porovnani s obsahem tuku
v mléku kravském. Vyssi obsah tuku ma také mléko matefské a od dvouhrbého velblouda.
Kobyli a osli mléko je nizkotucné s vy$§im obsahem laktdzy. Losi mléko obsahuje tfikrat vice
mlécnych bilkovin, neZ ma mléko kravské. Vyssi obsah bilkovin je také zastoupen v mléce
ov¢im, buvolim a ja¢im.

Zda se, ze kratkodobé i dlouhodobé podavani mléka a mléEnych vyrobkli ma pozitivni vliv
na jednotlivé slozky metabolického syndromu resp. na hladinu lipoproteinu o vysoké denzité
(HDL, High Density Lipoproteins), na hladinu triacylglycerolu, na hladinu glykémie, na krevni
tlak a na centralni obezitu (Pfeuffer et al. 2007; Tremblay a Gilbert 2009; Kim a Kim 2017).
V piehledové praci Riceova et al. (2011) ukazuje, Ze pravé mlécény tuk, vitamin D, vapnik,
hoi¢ik a syrovatkové bilkoviny patii mezi ty slozky mléka, které pozitivn€ ovlivituji jednotlivé
rizikové faktory metabolického syndromu. V tabulce 4 jsou shrnuty prokazané pozitivni ¢inky

syrovatkovych bilkovin na rizikové faktory metabolického syndromu.
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Tabulka 3 Ptehled primérného zastoupeni hlavnich zivin v jednotlivych druzich znamych mlék.

Mlééna Mléény Mlécny vapnik Obsah

Mieko bilkovina sacharid tuk (2 vody Energie

Kravské (1, 2) 333% 540% 3,33% 0,13 87,609% 67 kcal
Matetské (1) 1,03% 6,89% 4,38% 0,03 87,50 % 70 kcal
Koz (1) 333% 4,58% 292% 0,13 86,50 % 58 kcal
Ovei(1) 598% 536% 7,00% 0,19 80,70 % 108 kcal

Velbloudi - jednohrby (2) 3,10% 430% 3,20% 0,11 89,00 % 56 kcal
Velbloudi - dvouhrby (2) 390% 4,20% 5,00% 0,15 84,80 % 76 kcal

Buvoli (2) 400% 440% 740% 0,19 83,00% 99 kcal
Jaci(3) 520% 4.80% 6,80% 0,29 82,60 % 89 kcal
Kobyli (2) 1,90% 6,60% 1,60% 0,10 89,00 % 46 kcal
Osli (2) ,60% 6,40% 0,70% 0,09 91,00 % 50 kcal
Losi(2) 10,50% 2,60% 8,60% 0,28 76,80 % 129 kcal
Obsah ve 100ml

(1) USDA 2016
(2) Medhammer et al. 2012
(3) Lietal 2010

Tabulka 4 Prehled pozitivnich ucinkti syrovatkovych bilkovin na jednotlivé rizikové faktory

metabolického syndromu.

Vliv syrovatkovych Mechanismus ucinku Reference
bilkovin na rizikovy faktor

Snizeni télesné hmotnosti Snizeni tukové hmoty Baer et al. 2011;
Frestedt et al. 2008

Navozeni sytosti  zvySeni cholecystokininu Bowen et al. 2006

zvyseni GLP- 1 Veldhorst et al. 2009
snizeni ghrelinu Kasim-Karacas et al. 2007
aminokyselinovy profil Veldhorst et al. 2009
Snizeni energetického prijmu Akhavan et al. 2010
ZvySena termogeneze Acheson et al. 2011
Preferencni tvorba svalu (leucin) Boirie et al. 1997,
Pennings et al. 2011
Snizeni triacylglycerolu Snizena produkce chylomikront, jejich zvySena  Mortensen et al. 2009;
clearence, stimulace lipoproteinové lipazy Pal et al. 2010
Snizeni krevniho tlaku Peptidy syrovatky (tzv. laktokiny) jako inhibitory Pal et al. 2010

angiotenzin konvertujictho enzymu
Snizeni inzulinové rezistence  ZvySend inzulinova sekrece, snizena glykémie  Pal et al. 2010

Snizeni tukové hmoty Belobrajdic et al. 2004
Snizeni glykémie ZvySena inzulinova sekrece Mortensen et al. 2009;
van Loon et al. 2003
ZvySena rychlost vyprazdnovani zaludku Akhavan et al. 2010
Snizeni oxida¢niho stresu ZvySeni glutathionu Zavorsky et al. 2007;

Hamad et al. 2011
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3.2 Mlécéné bilkoviny

Mlécné bilkoviny tvoii heterogenni skupinu proteinti a peptidl, které rozdélujeme na kaseiny
a syrovatkové bilkoviny. Pomér obou hlavnich mléénych bilkovin se mezi jednotlivymi druhy
mlék 1181 (viz vySe). Je vSak zndmo, Ze v kravském mléce je prumérné zastoupeni kaseinu 80 %
a syrovatkovych bilkovin 20 %. Vice syrovatkovych bilkovin je obsazeno v mléce matetském
(80 %), kobylim (46 %), oslim (41,2 %) a jacim (40 %).

Kaseiny sestavaji z aS1- (32 %), aS2- (8 %), B- (28 %), k- (12 %) frakce a tvofi takzvané
micely, coz jsou utvary s hydrofobni jddrem a hydrofilnim povrchem (FAO 2013). Syrovatkové
bilkoviny jsou obsaZeny v takzvané syrovatce, tekutin€, kterd vznika po vysrdzeni kaseinu
z mléka pii vyrobé syrii. Syrovatkové bilkoviny jsou ve vodé rozpustné globularni bilkoviny
slozené (Adams a Broughton 2016) z a-laktalbuminu (3,7 %), B-laktoglobulinu (9,8 %),
glykomakropeptidu (3 %) a zbylych 3,5 % tvofti dalSich slozky (imunoglobulin, bovinni sérovy
albumin, chymosin, laktoferin, lyzozym, laktoperoxiddza a rlstové faktory).
Kromé¢ syrovatkovych bilkovin je v syrovatce zastoupen mlé¢ny tuk (primérné 0,1 %), laktdza
(primérné 4,9 %), mineraly a vitaminy.

Syrovatka a syrovatkové bilkoviny zacaly byt az ve 20. stoleti cenénou slozkou stravy.
V soucasné dobé¢ patii mezi takzvané funkcni potraviny, které jsou zdravi prospésné od détstvi
az po stafi jedince. Krom¢ suSené syrovatky se mizeme setkat i s klasickou tekutou kyselou
¢i sladkou formou syrovatky, kterd se ziskava jako vedlejsi produkt pti vyrobé mlécnych
vyrobkil (syra a tvarohu) ultrafiltraci. Takzvanou mikrofiltraci se syrovatka mtze ziskat také
z mléka pied vyrobou syru. Ze suSené syrovatky se vyrab¢ji ti1 podtypy vyrobkl s vysokym
obsahem biologicky aktivnich peptidii a proteinti: 1) syrovatkovy proteinovy koncentrat (WPC,
Whey Protein Concentrate) s obsahem bilkovin v rozmezi 35 az 80 %, laktézy 10 - 55 % a tuku
2 — 10 %, 2) syrovatkovy proteinovy izolat (WPI, Whey Protein Isolate) a 3) syrovatkovy
proteinovy hydrolyzat (WPH, Whey Protein Hydrolysate) s obsahem bilkovin 85-90 % (n¢kdy
i vice) a s niz§im obsahem lakt6zy (0,5 %) a tuku (0,5 %) nez obsahuje WPC.

Nutri¢ni hodnota bilkoviny je posuzovana dle zastoupeni esencialnich aminokyselin, jejiho
traveni a vstiebani v gastrointestinadlnim traktu a dle biologické dostupnosti jednotlivych
aminokyselin. Od roku 1989 experti svétové zdravotnické organizace (WHO, World Health
Organisation) a potravinaiské a zemédé€lské organizace spojenych narodi (FAO, Food
and Agriculture Organization) srovnavaji nutricni hodnotu bilkovin pomoci nékolika technik
(FAO 2013). Zlatym standardem v ur¢ovani nutri¢ni hodnoty bilkovin je skorovaci systém

takzvané stravitelnosti bilkovin s ohledem na jejich aminokyselinové slozeni (PDCAAS,

43



Protein Digestibility Corrected Amino Acids Score). Dle PDCAAS ma mléko respektive
kaseiny a syrovatkové bilkoviny hodnotu 1 a tedy jsou oznaceny za bilkoviny s vysokou
nutriéni kvalitou spolecné s bilkovinou vaje¢ného bilku. Je vSak nutné uvést, Ze u dané¢ho
jedince se muze hodnota PDCAAS liSit naptiklad ve vztahu k véku jedince, k vlastnimu traveni
a vstfebani v tenkém stievé €1 v zavislosti na dalSich neovlivnitelnych faktorech (Hoffman
a Falvo 2004).

Je znamo, ze mlécné bilkoviny obsahuji vice esencidlnich aminokyselin nez bilkoviny rostlinné.
Vzhledem k tomu, Ze maji kaseiny a syrovatkové bilkoviny vysokou nutri¢ni hodnotu, nelze
piedpokladat vyznamny rozdil v jejich obsahu esencidlnich aminokyselin. Boirie et al. (1997)
uvedl prumérné zastoupeni esencialnich aminokyselin v kaseinech (39,6 %) a v syrovatkovych
bilkovinach (39,2 %), znichz vétvenych aminokyselin (BCAAs, Branched Chain Amino
Acids) bylo v kaseinech obsazeno 20,1 % a v syrovatkovych bilkovinach 23,1 % (tabulka 5).
V kaseinech bylo primérné zastoupeni leucinu 9 % (tj. 44,7 % z BCAAs) a v syrovatkovych
bilkovinach 12,5 % (tj. 53 % z BCAAs; Boirie et al. 1997; Pennings et al. 2011). Dle resSersni
prace Hulmiho et al. (2010) je ve WPI primérnd koncentrace esencialnich aminokyselin

49,2 %, z nichz je 24,2 % BCAA (v 50,4 % BCAAs je zastoupen leucin).

Tabulka 5 Primérné procentualni zastoupeni jednotlivych aminokyselin v syrovatkovych

bilkovinach a v kaseinech (Boirie et al. 1997).

kaseiny syrovatkové kaseiny syrovatkové
bilkoviny bilkoviny

Esencialni aminokyseliny Se miesencialni aminokyseliny

Fenylalanin 3,0 % 38% Arginin 2,1 % 22 %

Isoleucin 52 % 43 % Histidin 1,6 % 2.2 %

Leucin 9,0 % 12,2 %

Lysin 8,9 % 59 % Neesecialni aminokys eliny

Threonin 5,7 % 41 % Alanin 7,7 % 41 %

Valin 59 % 6,6 % Glycin 3,0% 28 %

Methionin 1,9 % 23 % Kyselina asparagova 12,0 % 6,5 %
Kyselina glutamova 18,2 % 21,5 %
Prolin 72 % 12,8 %
Serin 5.8% 50 %
Tyrosin 2,8 % 3,7 %

Z vyse uvedenych praci nebyl shledan vyznamny rozdil v aminokyselinovém slozeni (véetné
BCAAs) mezi kaseiny a syrovatkovymi bilkovinami. Na druhou stranu byly popsany vyznamné
rozdily po podani kaseini a syrovatkovych bilkovin v aminokyselinovém profilu v plazmé.
Boirie et al. (1997) vysvétluje rozdil v aminokyselinovém profilu v plazmé u zdravych

neobéznich jedinci odliSnou rychlosti traveni a vstiebavani kaseinii a syrovatkovych bilkovin.
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Ve své praci oznacuje kaseiny za ,,pomalé* a syrovatkové bilkoviny za ,,rychlé* bilkoviny. Bylo
tedy zjisténo, ze kaseiny jsou pomaleji traveny a vstfebavany v porovnani se syrovatkovymi
bilkovinami. Po jejich podani byl pozorovan pomaly vzestup aminokyselin v plazmé, celkové
niz§i plazmatické koncentrace aminokyselin, které¢ ale pfetrvavaly az 7 hodin. Po podani
syrovatkovych bilkovin byl popsan rychly a vyrazny vzestup aminokyselin v plazmé, celkové
vys$$i plazmatické koncentrace aminokyselin trvaly do 3 hodin (graf 6). Hladina nékterych
aminokyselin (threonin, leucin, isoleucin, lysin a methionin) byla ve 100. minuté po podani
syrovatkovych bilkovin vyznamné (p < 0,05) vyssi nez po podani kaseinii. Calbet a Holst (2004)
naopak uvadéji, ze rozdil mezi vyprazdiiovanim Zaludku je u obou frakci mlécnych bilkovin

nesignifikantni.
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Graf 6 Pramémé hladiny plazmatické koncentrace leucinu v Case po podani kaseint
a syrovatkovych bilkovin, signifikantni rozdily na hladiné¢ vyznamnosti 0,05 jsou oznaceny

hvézdickou (*), n = 16 zdravych dobrovolnikl. Upraveno dle Boirieho et al. (1997).

3.3 Syrovatkové bilkoviny a inzulinova sekrece u zdravych jedinci

Ostmanova et al. (2001) ukazala, Ze podani kravského mléka a mléénych vyrobkl vede k vyssi
stimulované inzulinové sekreci nez by odpovidalo jejich obsahu sacharidii. Z tohoto hlediska
byly zkoumany nesacharidové slozky mléka a bylo zjisténo, Ze se jedna o vliv hlavnich
mlécnych bilkovin a to pfedevS§im syrovatkovych bilkovin. Stimulovana inzulinova sekrece
nebyla vyznamné ovlivnéna piitomnosti laktdzy (Ostman et al. 2001) &i tuku (Hoyt et al. 2005)

v syrovatce.
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Pted 13 lety byla v prestiznim americkém casopise pro klinickou vyzivu uvefejnéna studie
Svédskych autort (Nilsson et al. 2004), jejiz vysledky vyzdvihly syrovatkové bilkoviny
do poptedi zajmu mnoha védeckych tymi pfedev§im pro jejich schopnost vyvolat vyraznou
inzulinovou sekreci u zdravych neobéznich jedincii. V soucasné dob¢é ma ¢lanek vice nez 350
citaci. Studie ukazala, Ze pravé syrovatkové bilkoviny vedou v porovnani s ostatnimi
bilkovinami k nejvyraznéjsi inzulinové sekreci.

Ve studii Nilssona et al. (2004) bylo testovano 28 g susené syrovatky od firmy Arla Foods
Ingredients (Viby, Dansko) a ackoliv v metodach nebyl upfesnén néazev vyrobku lze
ptedpokladat, Ze se jednalo o WPC s obsahem 18,2 g (tj. 65 %) syrovatkovych bilkovin, 5,6 g
(. 20 %) laktozy a 4,2 g (tj. 15 %) tuku. Dle uvedeného mnoZzstvi zastoupenych aminokyselin
v syrovatce bylo celkové mnozstvi podanych bilkovin 17,861 g (). 63,6 %). BCAAs byly
obsazeny piiblizné¢ v 25,2 %. Aby bylo ve studii zajisténo shodné zastoupeni sacharidii
a bilkovin mezi pokrmy (syrovatka, susené odstiedéné mléko, treska, syr, pokrm s vysokym
a s nizkym obsahem lepku a chléb jako reference), muselo byt k 28 g syrovatky jesté ptidano
19,4 g laktozy. SuSena syrovatka s piidavkem laktdzy byla nasledné rozpusténa v 550 ml vody
a napoj byl ucastniky studie vypit béhem 12 minut. Z grafického znazornéni (graf 7) je patrné,
ze jiz po n€kolika minutach po podani suSené syrovatky inzulinova sekrece strm¢ stoupala
az do 30. minuty, kde dosdhla svého maxima (primérnd zména oproti hodnoté nalacno byla
420 pmol/l). Po 30. minuté nasledoval pokles inzulinové sekrece s navratem k hodnoté nalacno
piiblizné po 105. minutach po podéni napoje. Autoii nehodnotili inzulinovou rezistenci. Pokud
se vSak podivame na mnozstvi uvolnéné inzulinové sekrece po podani syrovatky vypocitané
jako “ptirastkova” plocha pod kiivkou (1IAUC, incremental Area Under the Curve) mezi 0. a 90.
minutou byla jeji hodnota rovna 15,2 £ 1,6 mmol . min/l, tedy o 90 % vyssi (p < 0,05)
neZ po podani reference a o 52 % vyssi (p > 0,05) nez po podani 51,3 g suSené¢ho odstredéného
mléka (25 g laktozy, 18,2 g bilkovin a 8 g tuku). Jist¢ se uplatituje vliv potenciace
na inzulinovou sekreci. Ve studii Gunnerudové et al. (2013) byl prokazdn vztah mezi
inzulinovou sekreci (priimérna absolutni hodnota v 30. minuté po podani byla 0,2, 0,24 a 0,27
nmol/l) a davkou syrovatkovych bilkovin (4,5 g, 9 g a 18 g). Pokud byly syrovatkové bilkoviny
(9 a 4,5 g) ptidany k snidani tvofici pecivo, Sunku a maslo byla celkova inzulinova sekrece
vys$i a glykemie nizs$i ve srovnani s vysledky po podani samotného peciva, Sunky a masla
(Gunnerud et al. 2012).

Dle studie Nilssona et al. (2004) je inzulinotropni u¢inek syrovatkovych bilkovin dan jednak
jejich aminokyselinovym slozenim, rychlosti vzestupu koncentrace aminokyselin v plazmé

a jejich pfimym ucinkem na B-buiiky a zaroven i aktivaci inkretinovych hormont (minoritng).
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U zdravych jedinct byla nalezena pozitivni korelace (p < 0,05) mezi stimulovanou inzulinovou
sekreci a plazmatickou hladinou leucinu (r = 0,67, p = 0,003), valinu (r = 0,63, p = 0,005),
lysinu (r = 0,62, p = 0,005) a isoleucinu (r = 0,58, p < 0,001; Nilsson et al. 2004). Déle leucinu
(p < 0,003), fenylalaninu (p < 0,02) a thyrosinu (p < 0,0001; van Loon et al. 2000). Leucinu,
argininu a lysinu (Floyd et al. 1966), isoleucin, leucin, lysin, threonin a valin (u vSech: r > 0,494,

P <0,009; Gunnerud et al. 2013).
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Graf 7 Primémé (£ SEM) zmény sérové hladiny inzulinu odectené od hladiny inzulinu nala¢no
po podani syrovatkovych bilkovin a kasein, n = 12 zdravych jedincti. * oznacuje statisticky

vyznamné rozdily (p < 0,05). Upraveno dle Nilssona et al. (2004).

Ve studii Nilssona et al. (2004) byla po podani syrovatkovych bilkovin pozorovéana vyssi
hladina GIP nez GLP-1 (p <0,05). V porovnani s ostatnimi pokrmy (susen¢é odstiedéné mléko,
treska, syr, pokrm s vysokym obsahem lepku, pokrm s nizkym obsahem lepku, chléb) nebylo
toto zvySeni vyrazné. Hall et al. (2003) popisuje po podani syrovatkovych bilkovin
signifikantn¢é vyssi koncentrace GIP a GLP-1 neZ po podani kaseinil. Ve studii Akhavanové
etal. (2014) bylo ukazano taktéz témét shodné zvyseni GIP a GLP-1 po podani stejného
mnozstvi glukdzy a syrovatkovych bilkovin. Je dale zajimavé, Ze na mySim modelu Gunnarsson
et al. (2006) ukazal, Zze syrovatkové bilkoviny mohou prodlouzit ucinek inkretind tim,
ze inhibuji pfimo DPP-4 ziejm¢ v proximalni ¢asti tenkého stieva. Tulipano et al. (2011) taktéz

na mySim modelu ukazal, ze pravdépodobné peptid nazvany beta-laktosin A (IPA,
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Izoleucin-Prolin-Alanin) ziskany hydrolyzou B-laktoglobulinu mé charakter DPP-4 inhibitoru,
kterd zvySuje hladinu GIP.

Ackoliv vSechny testované pokrmy ve studii Nilssona et al. (2004) obsahovaly shodné mnozstvi
sacharidi, po podani syrovatky a suseného odstiedéného mléka byly hladiny glykémie nizsi.
Nilsson et al. (2004) toto vysvétluje nizkym obsahem laktozy, nizkym obsahem glukogennich
aminokyselin a i¢inkem zvySené inzulinové sekrece po jejich podani. Zména hodnot glykémie
po podani syrovatky a susené¢ho odstiedéného mléka byla do 1 mmol/l v porovnani s hodnotou

glykémie nalacno.

3.4 Syrovatkové bilkoviny a inzulinova sekrece u pacientt s diabetes mellitus 2. typu

V roce 2005 byl publikovan ¢lanek Frida et al. hodnotici Gi¢inek syrovatkovych bilkovin na
inzulinovou sekreci a postprandidlni glykémii u pacientd s diabetes mellitus 2. typu. Do studie
bylo zatazeno celkem 14 neobéznich pacientli s diabetes mellitus 2. typu a s glykovanym
hemoglobinem v rozmezi 4,3-7,7 mmol/mol. Béhem jednoho dne byly kazdému pacientovi
podany dva pokrmy s odstupem 4 hodin — prvni pokrm byl ve form¢ snidané a druhy ve forme
obédu. Snidan¢€ a obéd s ptidavkem syrovatkovych bilkovin obsahoval celkem 50 g sacharidii
(z toho 5,3 g laktozy). Snidan¢ obsahovala celkem 29,8 g bilkovin (z toho 18,2 g syrovatkovych
bilkovin) a ob&d obsahoval celkem 28,6 g bilkovin (z toho 18,2 g syrovatkovych bilkovin).
Susené syrovatkové bilkoviny byly podany formou napoje (Arla Food, Stockholm, Svédsko).
Jako referencni pokrmy byly oznaceny pokrmy bez piidavku syrovatkovych bilkovin,
tj. snidan¢ obsahovala pecivo a Sunku a ob&éd obsahoval bramborovou kasi, masové koule
a Sunku. V ¢lanku nebyla zhodnocena inzulinové rezistence ani uvedeny pramérné koncentrace
inzulinu nala¢no.

Po podani snidané s ptidavkem syrovatkovych bilkovin byla zjisténa o 68 % vyssi inzulinova
sekrece a 0 9 % niz§i postprandialni glykémie (p < 0,05) pocitana jako 1AUCo.¢0 v porovnani
s referenci. Stimulovana inzulinova sekrece tedy snizila postprandialni hladinu glykémie
0 20 %. Zajimavé vysledky ale byly ukdzany po podani obéda s ptidavkem syrovatkovych
bilkovin (respektive druhého pokrmu podaného s odstupem 4 hodin). Stimulovand inzulinova
sekrece byla po podani obéda s piidavkem syrovatkovych bilkovin pramémé o 50 % vyssi
a to signifikantné ve 20., 30., 40. a 60. minuté (graf §). Absolutni hodnota inzulinové sekrece
byla ptiblizné o 0,4 nmol/l vy$§i v maximu tj. v 60. minuté po podani. Casna faze po podani
obou pokrmil byla sniZzend. Vyrazny efekt ptidavku syrovatkovych bilkovin k druhému pokrmu

lze vysvétlit pravdépodobné snizenou odpoveédi B-bunck na glukézu po relativné kratkém
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casovém intervalu 4 hodin u pacientli s diabetes mellitus 2 typu (Polonsky et al. 1996),
nebot’ inzulinova sekrece po druhém pokrmu bez ptidavku syrovatkovych bilkovin dosahla
celkové nizsich hodnot. Tessari et al. (2007) také potvrzuje vyssi inzulinovou sekreci po podani

syrovatkovych bilkovin v porovnani s kaseiny u pacientt s diabetes mellitus 2. typu.
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Graf 8 Pruimémé (£ SEM) zmény sérové hladiny inzulinu odectené od hladiny inzulinu nala¢no
po podani snidané (A) a obédu (B) s pfidavkem a bez pfidavku syrovatkovych bilkovin (reference),
n = 14 pacientd s diabetes mellitus 2. typu. * oznacuje statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

Upraveno dle Frida et al. (2005).

Ve studii Frida et al. (2005) dosahovaly hladiny GIP nesignifikantn¢ vys$sich hodnot po podéani
obou pokrmu s piidavkem syrovatkovych bilkovin v porovndni s referenci. Nebyly vsak
nalezeny zmény v hladinach GLP-1 po podani testovanych pokrmti a reference. Je tedy ziejmé,
ze u pacientli s diabetes mellitus 2. typu hraje dilezitou roli pfima aktivace B-bunck
aminokyselinami. Dle klinické studie Manderse et al. (2006) byla u pacientti s diabetes mellitus
2. typu nalezena silna pozitivni korelace mezi stimulovanou inzulinovou sekreci a plazmatickou
hladinou leucinu (r = 0,43, p <0,001), cysteinu (r =- 0,27, p <0,04), lysinu (r=0,43, p < 0,001),
methioninu (r = 0,27, p < 0,04), prolinu (r = 0,33, p <0,01).

Klinicka studie Ma et al. (2009) ukazala, ze podani 55 g syrovatkovych bilkovin bud’ 30 minut
pfed podanim hlavni stravy s obsahem sacharidt (jako pfidavek k hovézi polévce) nebo jako
pridavek k hlavni stravé s obsahem sacharidii (brambory) vede k vyssi inzulinové sekreci
a k celkové niz§i hladiné postprandidlni glykémie v porovnani s referenci bez ptidavku
syrovatkovych bilkovin. VySe uvedené studie tedy naznacuji, ze piidani syrovatkovych
bilkovin k diabetické dieté¢ miize vést ke zlepSeni glykemického profilu. Proto 1ze uvazovat
o ptidavku syrovatkovych bilkovin k bézné diabetické dieté (Ma et al. 2009; Mortensen et al.
2012; Jakubowitz et al. 2014; Clifton et al. 2014; Ma et al. 2015).
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4. Hypotézy a cile prace

V praci budou ovéieny nasledujici hypotézy:

H1: Podani syrovatkovych bilkovin vede k vyznamné inzulinové (resp. C-peptidové) sekreci
u zdravych jedinct srovnatelné s ostatnimi experimentalné uzivanymi stimula¢nimi testy.
H2: Podani syrovatkovych bilkovin vede k vyznamné inzulinové (resp. C-peptidové) sekreci
1 u pacientl s diabetes mellitus 2. typu ve srovnani s ordlnim glukézovym toleran¢nim

testem a zaroven nezvysuje postprandialni glykémii.

Cil prace

Cilem prace je ovéfit, zda lze zhodnotit B-bunécnou funkci po peroralnim podani syrovatkovych
bilkovin u zdravych jedincti i u pacientt s diabetes mellitus 2. typu se zachovalou inzulinovou
(respektive C-peptidovou) sekreci, a zda lze predpokladat uziti syrovatkovych bilkovin

v klinické praxi jako nového stimula¢niho testu inzulinové sekrece.

Vychodiska k uskutecnéni studii
1) Dosud neni ustanoven zadny ze stimula¢nich testll inzulinové sekrece k uziti v klinické
praxi jako ukazatel B-bunécné funkce u zdravych jedincti 1 pacientl s diabetes mellitus
2. typu.
2) Peroralni podéani bilkovin stimuluje inzulinovou sekreci a nevede k hyperglykémii.
Bilkoviny jsou pfirozenou soucasti stravy, a proto lze predpokladat jejich dobrou

toleranci.
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5. Studie I. Zhodnoceni stimulované inzulinové sekrece u zdravych

jedincu

5.1 Material a metody

Klinicka studie (cross-over) byla uskute¢néna na Oddéleni klinické fyziologie 2. interni kliniky
Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, které je soucasti Centra pro vyzkum vyzivy,
metabolismu a diabetu 3. I¢karské fakulty Univerzity Karlovy. Studie byla schvalena etickou
komisi 3. lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a byla uskute¢néna v souladu s principy
Helsinské deklarace Svétové 1ékarské asociace (WMA, World Medical Association) piijaté
v &ervnu 1964 v Helsinkach. Udastnici studie byli plné informovani o priibéhu jednotlivych
testl, o moznych komplikacich a pted zahajenim studii podepsali podrobny informovany
souhlas. S osobnimi tdaji bylo nakladano v souladu s platnymi zédkony Ceské republiky

o ochrané osobnich tidaji (Zakon ¢. 101/2000 Sb.).

5.1.1 Charakteristika zdravych jedinct

Do studie bylo zafazeno osm zdravych neobéznich (BMI (Body Mass Index): 17 — 25,9 kg/m?)
jedinct (7 muzt a 1 Zena, ve vékovém rozmezi 20 — 26 let) z fad studentd 3. Iékaiské fakulty
Univerzity Karlovy. Dobrovolnici neméli Zadné akutni ani chronické onemocnéni vcéetné

laktézové intolerance ¢i onemocnéni ledvin a neuzivali Zddné medikamenty.

5.1.2  Testy stimulované C-peptidové sekrece

V randomizovaném potadi bylo od listopadu 2010 do kvétna 2011 testovano osm zdravych
nekurakl celkem Sestkrat béhem jednoho mésice. Vzdy byl podan jeden ze Sesti (tf1 peroralnich
a tfi intraven6znich) stimulaénich testti C-peptidové sekrece. Tti dny pred pldnovanymi testy
nebyla omezena bézna pohybova aktivita (vyjma extrémni télesné zatéze) a byla doporucena
bézna dieta (vyjma piti kavy a alkoholu). Testy byly provedeny po 12 hodinovém la¢néni vzdy
v 8 hodin rano. Pfed vlastnim zahajenim testu dodrzeli vSichni jedinci minimdlné¢ 20 minut
klidu na lizku. Nésledné byl do periferni Zily dobrovolnika za aseptickych kautel zaveden Zilni
katetr s trojcestnym kohoutem. Mezi zavedenim periferniho katetru a prvnim krevnim odbérem
uplynulo dal$ich 20 minut.

Do klinické¢ studie byly zatazeny tfi peroralni testy C-peptidové sekrece s podanim

1) samotné glukozy (OGTT, Oral Glucose Tolerance Test; reference pro peroralni testy),

2) samotnych syrovatkovych bilkovin (OWT, Oral Whey Test) a
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3) glukézy se syrovatkovymi bilkovinami (OWGT, Oral Whey Glucose Test),
ve kterém bylo shodné mnozstvi sacharidt jako v OGTT.

Dale byly do studie zatfazeny tii intravenozni testy C-peptidové sekrece s podanim

1) samotné¢ glukézy (IVGTT, IntraVenous Glucose Tolerance Test; reference

pro intravenozni testy),

2) argininu (AST, Arginin Stimulation Test) a

3) glukagonu (GST, Glucagon Stimulation Test).
Jednotlivé davky nami uzitych intravendznich testi byly v praci Chaillousové et al. (1996)
zhodnoceny jako dobie porovnatelné ve vztahu ke stimulované inzulinové resp. C-peptidové
sekreci za podminek normoglykémie. Davky jednotlivych testli véetné Casit odbéri jsou
zobrazeny na obrazku 7.
Syrovatkové bilkoviny byly podany ve formé ochuceného napoje ze syrovatkového
proteinového koncentratu 80 (Volactive UltraWhey80 (WPC80); DVN, Hoogeveen,
Holandsko) obsahujici dle vyrobce 81 % syrovatkovych bilkovin, 6 % laktozy a 6 % tuku.
Primérny obsah vétvenych aminokyselin (BCAAs, Branched Chain Amino Acids) uvedeny
vyrobcem byl 23 %. NaSe analyza pomoci kapilarni elektroforézy (HP*P CE systém; Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) ukazala 17,5 % zastoupeni BCAAs. Neenergetické
dochuceni napoje bylo zajisténo ve Vyzkumném tstavu mlékarenském v Praze pomoci 0,05 g
aspartamu (NutraSweet: The NutraSweet Company, Chicago, Spojené staty americké), 0,4 g
vanilkového extraktu (RAPS-CZ, Praha, Ceska republika) a 0.4 g jahodového aromatu
(AFFRAI 0005, RJP International, Praha, Ceska republika).
Ke zhodnoceni inzulinové sekrece jsme wuzili koncentraci sérového C-peptidu,
protoze v porovnani se stanovenim samotného inzulinu je u jedinct s normalnimi ledvinnymi
funkcemi pfesnéjSim ukazatelem vlastni inzulinové sekrece (Eaton et al. 1980). Odbér Zilni
krve ke stanoveni sérového C-peptidu a plazmatické glykémie byl proveden v case
minus 10 minut (t = -10; lacnd hodnota), dale tésné¢ po podani stimulacni latky (Cas 0)
a v dalSich casovych intervalech (obrazek 7). Po podédni peroralnich testii byl katetr pouzit
pouze k odbéru vzorkl. U intravendznich testli byl stejny katetr pouzit pro podéani latky
a po uprave kohoutu katetru i pro odbér vzorkl (Gottsdter et al. 1992). Po kazdé manipulaci byl

katetr proplachnut 10 ml 0,9 % fyziologického roztoku.
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Davka Casy odbérii

(délka podani) (min)
OWT 40 g WPC80'
(3 min) ]
OWGT | 40g WPC80 + -10, 0, 30, 60, 90,
72.6 g G'(3 min) 120, 180
o OGTT 759 G
(3 min)
p.o.
i AST 59 arginin2 |
(45 s)
GST 2 mg glukagon?® -10,0,1,8,5,7,
(1 min) 10, 20, 30
IVGTT | 0,5 g/kg 30 % G
(3 min) — + 60, 120

Obrazek 7 Schéma testii podanych ve studii I.

Vysvétlivky: p.o. = peroralni testy; i.v. = intravenozni testy; OWT = test s podanim
samotnych syrovatkovych bilkovin;, OWGT = test spodanim glukézy
a syrovatkovych bilkovin (test scelkovym obsahem 75 g sacharidi);
OGTT =oralni glukézovy tolerancni test spodanim glukozy (reference
pro perordlni testy); AST = argininovy stimulac¢ni test spodanim argininu;
GST = glukagonovy stimulacni test s podanim glukagonu; IVGTT = intraven6zni
glukézovy tolerancni test s podanim glukdzy (reference pro intravendzni testy);
WPC80 = syrovatkovy proteinovy koncentrat 80; G = glukoza;

"'népoj (300ml vody); 2 roztok (50ml 0,9 % fyziologického roztoku); * roztok 60ml
0,9 % fyziologického roztoku).

Zilni krev byla odebrana do zkumavek (S-Monovette; Sarstedt, Niimbrecht, Némecko)
a analyty byly stanoveny na Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Kralovskeé
Vinohrady v Praze. Nesrazliva zilni krev ke stanoveni plazmatické glykémie byla odebrana
do zkumavek s obsahem fluoridu sodného a kyseliny ethylendiamintetraoctové. Glykémie byla
stanovena pomoci fotometrické detekce reakei s hexokindzou (Passey et al. 1977) v analyzatoru
Konelab (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finsko). Limit detekce glykémie byl
0,1 mmol/l. Srazliva Zilni krev ke stanoveni sérového C-peptidu byla odebrana do zkumavek
bez aditiva. Z divodu planovaného stanoveni C-peptidu po mésici od jeho ziskéani, byly krevni

vzorky nejprve “zmrazeny na ledu” v minus 21 stupnich Celsia, poté 15 minut centrifugovany
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piistrojem 3000 G (Jouan BR4i, DJB Labcare, Buckinghamshire, Spojené kralovstvi Velké
Britanie a Severniho Irska) a nakonec byly zmrazeny na minus 80 stupiiti Celsia po dobu 32 dnti
pted vlastni analyzou. Stanoveni C-peptidu bylo provedeno pomoci oboustranné
chemiluminiscen¢ni imunometrické metody na pevné fazi (Kao et al. 1992) v analyzatoru
Immunolite 2000 immunoassay system (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
California, Spojené staty americké). Limit detekce byl stanoven na 0,17 - 2,32 nmol/l, limit
senzitivity byl 0,017 nmol/l. Déle byly zvoleny koeficienty inter- a intraesejové variability

pod 6 %.

5.1.3  Statistika a vypocty

Ke kvantitativnimu zhodnoceni hladiny sérového C-peptidu a plazmatické glykémie po podani
jednotlivych stimula¢nich latek byla uzita metoda vypoctu “piirtistkové” plochy pod kiivkou
(1AUC, incremental Area Under the Curve). iAUC odpovidala koncentraci (C-peptidu ¢i
glykémie) v asovém prubéhu vypocitana lichobéznikovou metodou (trapezoidal rule),
od které byla odectena hodnota nala¢no resp. hladina analyti v ¢ase minus 10 minut
(t=-10 min). Pro porovnani peroralnich a intravenéznich testi byly iAUC jednotlivych testii
normalizovany na jednotku ¢asu (1IAUC/min) podle Greenbaumové et al. (2008). Data byla
vyhodnocena pomoci oboustranného Studentova t-testu s naslednymi post hoc testy
pro srovnani meziskupinovych diferenci vzhledem k referenci (glukéza perordlné podand
k peroralnim testim a glukéza intravendzné podana k intraven6znim testiim). Predpoklady
pro provedeni t-testu byly ovéfeny pomoci Fisherova testu shodnosti rozptylu
a Kolmogorova-Smirnova testu normality. Srovnani variability C-peptidové odpovedi
mezi stimula¢nimi testy bylo provedeno pomoci testu poméru pravdépodobnosti s pouzitim
variacnich koeficient popsanych Verrillem a Johnsonem (2007).

Vsechna data byla uvadéna jako prumér + stfedni chyba priméru (SEM, Standard Error
of the Mean). VSechny statistické hypotézy byly testovany na hladiné¢ vyznamnosti 0,05
pomoci statistického softwaru MATLAB (2011b, Mathworks, Natick, MA, USA)
s Bonferroniho korekcemi pro mnohocetné porovnavani.

Jednotky uzité pro plazmatickou glykémii byly v mmol/l a pro sérovy C-peptid v nmol/l.
VSichni jedinci méli normalni gluk6zovy metabolismus. Primérnd lacna glykémie byla
4,33 £0,06 mmol/l. Primérnd hodnota glykémie ve druhé hodiné po OGTT byla
4,26 + 0,4 mmol/l. Dale jedinci méli normalni index inzulinové senzitivity vypocitany dle dat

z OGTT (OGISi2, Oral Glucose Insulin Sensitivityizo) dle Mariové et al. (2001)
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463 + 22 ml.min".m?, jehoz hodnoty koreluji s HOMA indexem (Matthews et al. 1985)
a s vysledky hyperinzulinemického euglykemického klempu (DeFronzo et al. 1979).

5.2 Vysledky

5.2.1 C-peptidova odpovéd’ (Graf 8)

Primérnd la¢na sérova hladina C-peptidu byla 0,43 £+ 0,02 nmol/l. U zdravych jedinci m¢la
stimulovanad C-peptidova sekrece podobny pribéh v case s maximem hodnot v 30. minuté
po podéni perordlniho stimulu. Hodnota maxima byla po podani glukézy (OGTT, reference)
1,61 £ 0,39 nmol/l. Maximum po OWT bylo o 57 % niz§i a po OWGT o 63 % vyssi
nez po OGTT (p < 0,05). Po dosazeni maxima hodnot nasledoval pozvolny pokles hladiny
C-peptidové sekrece k hodnoté nalatno. Po OWT a OGTT byl dosazen navrat k hodnoté
nala¢no mezi 120. - 180. minutou, po OWGT bylo dosazeno hodnoty nalacno az po 180.
minuté¢. Po OWT byla absolutni hladina sérové C-peptidové sekrece nizsi (p < 0,05) v 60.
av 90. minuté¢ ve srovnani s referenci. Po OWGT byla absolutni hodnota C-peptidu vyssi
(p <0,05) v 30. minut¢ nez po OGTT.

Po intraven6znim podéani glukozy (IVGTT, reference) bylo dosazeno maxima primérnych
hodnot v 1. minuté (absolutni hodnoty: 1,56 + 0,17 nmol/l) s délkou trvani bez vyrazné¢ho
poklesu do 30. minuty. Dosazené¢ maximum po AST bylo o 57 % nizs$i nez po IVGTT
s maximem ve 3. minuté po podani. Po GST bylo maximum hodnot o 6 % niz§i nez po IVGTT.
Po AST, GST a IVGTT byl dosazen navrat k hodnoté nalacno do 20 minut, po 30. a po 120.
minuté. NizSich hladin sérového C-peptidu (p < 0,05) bylo dosazeno v celém pribéhu AST
v porovnani s referenci. GST mél podobné hladiny C-peptidu jako reference kromé casti v 0.,

1. a 30. minuté, ve kterych byly hladiny nizsi (p < 0,05).

57



o OGTT
A OWT

* % OWGT

_3

3

£

=

b=l

2

g

g

>

8

3

-10 0 30 60 90 120 180

¢as [min]

o O IVGTT
2 AST
¥ GST

3

5
£
S
=
2
g
o
>
8
k3

¢as [min]

Graf 8 Sérova koncentrace C-peptidu po provedeni A) peroralnich (OWGT, OWT,
OGTT - reference) a B) intravendznich testti (AST, GST, IVGTT - reference)

u zdravych jedincti (n = 8). * oznacuje hodnoty vyznamné odlisné od reference
(p <0,05).

5.2.2  Glykemicka odpovéd’ (Graf 9)

Priimérnd hodnota plazmatické glukozy nalacno byla 4,33 = 0,06 mmol/I.

Primérné maximum hodnot glykémie bylo dosazeno po OGTT v 30. minuté
(2,25 £ 0,24 mmol/l) oproti hodnot€ nala¢no. Ackoliv po OGTT a OWGT byl podobny pribéh
glykemické odpovédi po dobu 60. minut (s navratem k hodnoté nala¢no mezi 90. az 120.

minutou), bylo po OWGT o 25 % nizs$i maximum v 30. minuté neZ po OGTT. Po OWT byla
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v 60. minuté hodnota glykémie o 13 % niz8i neZ hodnota nala¢no, nebyla vSak pfitomna

hypoglykemie. Glykémie byla po OWT v 30. a 60. minuté nizsi (p <0,05) ve srovnani s OGTT.
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Graf 9 Plazmatické koncentrace glykémie po provedeni A) peroralnich (OWGT,

OWT, OGTT - reference) a B) intravendznich testd (AST, GST, IVGTT -

reference) u zdravych jedinc (n = 8). * oznacCuje hodnoty vyznamné odlisné

od reference (p < 0,05).

Po IVGTT byla maximalni hodnota glykémie 16,23 + 0,92 mmol/l po odecteni hodnoty

nalacno. Po AST a GST bylo maximum glykémie o 97 % niZ8i po dobu 7 minut a o 88 % nizsi

po dobu 20 minut ve srovnani s referenci. Hladina glykémie se vratila k hodnoté nala¢no

59



mezi 10. a 20. minutou (AST), po 30. minuté¢ (GST) a mezi 60. a 120. minutou (IVGTT).
Primérné hladina glykémie byla nizsi (p < 0,05) béhem celého testu po AST a GST v porovnani

s referenci.

5.2.3 C-peptidova odpovéd’ - iAUC/min (Graf 10)

Primérnd C-peptidova odpovéd’ vypocitana jako iAUC/min byla po OGTT 1,27 £ 0,19 nmol/l
a po IVGTT 1,00 £ 0,10 nmol/I. Po OWT a OWGT byla iAUC/min o 64 % nizsi (p < 0,05)
a036 % vyssi ve srovnani s referenci. Individudlni variabilita iIAUC/min C-peptidové
odpovédi byla po OWT nizsi (p < 0,05) nez po OGTT a OWGT. iAUC/min byla po AST o 76 %
nizsi (p <0,05) a po GST 0 9 % vyssi v porovnani s referenci. Pokud bylo srovnano iAUC/min

po AST a OWT, bylo OWT o0 93 % vyssi nez po AST.
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Graf 10 iAUC/min pro sérovy C-peptid po podani vSech testll u zdravych jedinci

(n = 8). * oznacuje hodnoty vyznamné odli$né od reference (p < 0,05).

5.2.4  Glykemicka odpovéd’ - iAUC/min (Graf 11)

Primérnd glykemickéd odpovéd’ (1IAUC/min) byla po OGTT 1,04 + 0,13 mmol/l a po IVGTT
4,08 = 0,22 mmol/l. Po OWT a OWGT byla iAUC/min o 71 % nizsi (p < 0,05) a 0 32 % nizsi
(p <0,05) nez po referenci. Po AST a GST byla iAUC/min o0 94 % nizsi (p < 0,05) a0 63 %

nizsi (p < 0,05) nez po referenci.
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Graf 11 iAUC/min pro plazmatickou glykémii po podani vSech testl u zdravych

jedincii (n = 8). * oznacuje hodnoty vyznamné odlisné od reference (p < 0,05).

5.2.5 Tolerance testi

Samotné syrovatkové bilkoviny a syrovatkové bilkoviny s glukézou byly dobte
tolerovany vSemi zdravymi jedinci. Po peroralnim podani samotné glukézy byla u 14 %
jedinct pfitomna pfechodnd nauzea. Po intraven6znim podani glukézy byla zjisténa

piechodné tachykardie u poloviny dobrovolnikii. Podani glukagonu zpisobilo u vSech

jedinct pfechodné nauzea, tachykardie a navaly horka.

5.3 Diskuze

Po podani peroralniho testu zavisi celkové inzulinova sekrece véetné jejiho prubéhu v case
na druhu Ziviny (aminokyselina, tuk ¢i glukoza) a na jeji davce. Peroraln¢ podana latka
stimuluje inzulinovou sekreci aktivaci n€kolika ptekryvajicich se mechanizmti — nervovou
stimulaci, funkci gastrointestinalniho traktu (motilitou jicnu, rychlosti vyprazdiovani zaludku,
motilitou stfeva, travenim a vstfebavanim zivin do krevniho obéhu véetné aktivace
inkretinovych hormonti) a nakonec vlastnim u¢inkem ziviny na B-buiiku Langerhasovych
ostruvka slinivky bfisni. Ve shodé s dosavadnimi poznatky o stimulované inzulinové sekreci
u zdravych jedinct jsme ukézali, Ze po podani samotné glukézy, samotnych syrovatkovych
bilkovin a kombinace glukézy se syrovatkovymi bilkovinami dochézi k maximalni hodnot¢

C-peptidu v 30. minuté, coz odpovida ,,fyziologické Casné fazi inzulinové sekrece dle pritbé¢hu
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stimulované inzulinové sekrece (Curry et al. 1968; Basu et al. 1996; Caumo a Luzi 2004).
Po perordlnim podani glukézy (OGTT) bylo zvySeni C-peptidu v 30. minuté vice
nez 4,5nasobek hodnoty nalacno, coz je v souhlasu s vysledky Polonského et al. (1988)
a Mitrakou et al. (1992). Po podani samotnych syrovatkovych bilkovin (OWT) bylo zvyseni
C-peptidu v 30. minuté o 2,5ndsobek vyssi nez hodnota nala¢no pti nestimula¢nich hladinach
glykémie a je tedy odrazem ucinku syrovatkovych bilkovin na B-buiiku (G¢inku aminokyselin
a inkretinovych hormont). U zdravych jedinci patii jiz cela desetileti glukoza k nejsilnéjSim
stimula¢nim latkdm inzulinové sekrece, syrovatkové bilkoviny vSak vedou v porovnani
s glukozou také k dobfe hodnotitelné inzulinové sekreci. Podani kombinace glukdzy
a syrovatkovych bilkovin s celkovym obsahem 75 g sacharidii v napoji (OWGT) nevedlo
na rozdil od studii Floyda et al. (1970) a Nilssona et al. (2004) k synergickému zvySeni
inzulinové sekrece. Celkova inzulinova sekrece byla po podani glukoézy a syrovatkovych
bilkovin v podstaté dana souctem inzulinové sekrece po jednotlivych stimulech.

C-peptidova sekrece po intravendznim stimulu (glukdza, arginin a glukagon) je zavisla pouze
na davce stimulujici latky. Typicky pfitomna bifazickd odpovéd’ po podédni intravendznich testl
(Cerasi a Luft 1967; Curry et al. 1968; Grodsky et al. 1972) nebyla pozorovana, nebot” bylo
podano vétsi mnozstvi roztoku relativné pomalu a navic jsme dle Gottséter et al. (1992) uzili
k odbériim pouze jeden trojcestny katetr. Vysledky po OWT byly srovnatelné i s intravendznimi
Casto experimentalné¢ uzivanymi testy. Celkova inzulinové sekrece po OWT byla vyssi
(0,46 nmol/l; p < 0,05) nez po provedeni AST (0,24 nmol/l) za podminek normoglykémie.
Mezi neglukozovymi testy (OWT, AST) byla zjisténa silna linearni korelace. Po OWT byl dale
zjistén signifikantné€ nizsi rozptyl hodnot nez po AST v nezavislosti na velikosti davky.

Po OWT nebyl pozorovan vzestup postprandidlni glykémie pfedevsim ze tii divodu. Za prvé
pro nizké procentualni zastoupeni glukogennich aminokyselin (Gannon a Nuttall 2010),
za druhé pro nizké zastoupeni laktozy (Ostman et al. 2001) a za tieti pro nizké zastoupeni tuku
(Hoyt et al. 2005).

Pokud jsme hodnotili jednotlivé vysledky u vSech testovanych jedinct, byla zfejma individualni
B-bunécna odpovéd’ po jednotlivych stimulech. Lze tedy predpokladat, ze opakovanim testu
inzulinové sekrece u dosud zdravych jedincti, bude mozné v€asné detekovat piipadnou poruchu
stimulované inzulinové sekrece dfive, nez bude pfitomna la¢nd hyperinzulinémie ¢i dokonce
lacnd hyperglykémie v kontextu s pfitomnou inzulinovou rezistenci u geneticky
predisponovanych jedinct k diabetu (Calles-Escandon et al. 1987; Ahrén a Pacini, 2004).
Primérni prevence poruch glukézového metabolismu (prediabetu a diabetu 2. typu) je velmi

zadouci pro vysokou incidenci téchto poruch v nasi populaci. A pravé porucha stimulované
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inzulinové sekrece je dle fady praci prvni pfitomnou znamkou B-bunééné dysfunkce vedouci
k prediabetu a diabetes mellitus 2. typu (Simpson et al. 1968; Cerasi et al. 1972; Weir 1982;
Calles-Escadon et al. 1987; Luzi a DeFronzo 1989; Hosker et al. 1989; Leahy J. L. 1990). Zda
se, ze poruchu B-bunécné funkce Ize do jisté miry obnovit snizenim télesné hmotnosti (Ward
et al. 1984; Dela et al. 2004) ¢i dietou s omezenim sacharidi.

Nase klinickd studie ukazala, ze jednordzové podani 40 g syrovatkovych bilkovin vede
k hodnotitelné stimulované C-peptidové sekreci u zdravych jedincii a soucasné nevede
k vzestupu postprandialni glykémie. Provedeni OWT tak bylo spojeno s podanim ptirozené¢ho
perordlniho stimulu, s minimem nezadoucich ucinki, se snadnym zhodnocenim inzulinové

sekrece a s minimalnim vzestupem glykémie po podani testu.
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6. Studie I1. Zhodnoceni stimulované inzulinové sekrece u pacienti

s diabetes mellitus 2. typu

6.1 Material a metody

Klinicka studie (cross-over) byla uskute¢néna na Oddéleni klinické fyziologie 2. interni kliniky
Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, které je soucasti Centra pro vyzkum vyzivy,
metabolismu a diabetu 3. I¢karské fakulty Univerzity Karlovy. Studie byla schvalena etickou
komisi 3. lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a byla uskute¢néna v souladu s principy
Helsinské deklarace Svétové 1ékarské asociace (WMA, World Medical Association) piijaté
v &ervnu 1964 v Helsinkach. Udastnici studie byli plné informovani o priibéhu jednotlivych
testl, o moznych komplikacich a pted zahajenim studii podepsali podrobny informovany
souhlas. S osobnimi tdaji bylo nakladano v souladu s platnymi zédkony Ceské republiky

o ochrané osobnich tidaji (Zakon ¢. 101/2000 Sb.).

6.1.1  Charakteristika pacientt s diabetes mellitus 2. typu

Do studie bylo zatazeno Sestnact pacientli s minimalné 5 let trvajicim diabetes mellitus 2. typu
(6 muzti a 10 Zen ve vékovém rozmezi 56 az 80 let véku), s indexem télesné hmotnosti
v kategorii nadvahy (BMI (Body Mass Index): 26,4 — 29.8 kg/m?) a se zachovalou
C-peptidovou sekreci nala¢no (0,94 = 0, 07 nmol/l; rozmezi hodnot: 0,39 — 1,33 nmol/l).
Pacienti dodrzovali rezimova opatieni (diabeticka dieta s obsahem 250 g sacharidi za den
s pravidelnou pohybovou aktivitou) a uzivali pouze metformin jako peroralni antidiabetickou
terapii.

Pacienti s diabetes mellitus 2. typu byly nekuféaci a netrpéli laktéozovou intoleranci. Vstupné

nebylo zjisténo zadné akutniho ¢i chronického onemocnéni ledvin €i jiné akutni onemocnéni.

6.1.2  Testy stimulované C-peptidové sekrece

V randomizovaném pofadi bylo od dubna 2013 do zacatku roku 2014 testovano Sestnact
pacientt s diabetes mellitus 2. typu celkem dvakrat s odstupem jednoho mésice. Vzdy byl podan
jeden ze dvou peroralnich stimulacnich testii C-peptidové sekrece. Tti dny pied podanim testa
nebyla omezena bézna pohybova aktivita (kromé extrémni) ani dieta (kromé piti kavy
a alkoholu). Testy byly provedeny po minimalné¢ 8 hodinovém la¢néni v 8 hodin rano.
Pted vlastnim zahajenim testu dodrzeli vSichni pacienti s diabetes mellitus 2. typu minimalné

20 minutovy klid na lizku. Nésledné byl do periferni Zily za aseptickych kautel zaveden Zilni

65



katetr. Mezi zavedenim periferniho katetru a prvnim krevnim odbérem uplynulo dalSich
20 minut.

Do klinické studie byly zafazeny dva peroralni testy C-peptidové sekrece 1) jeden s obsahem
syrovatkovych bilkovin (OWIST) a 2) jeden s podanim glukézy (OGTT). Hodnoty sérové
C-peptidové sekrece a plazmatické glykémie po OGTT byly uzity jako reference. Davky
jednotlivych testli véetné Casii odbéri jsou zobrazeny na obrazku 8. Syrovatkové bilkoviny
ze syrovatkového proteinového koncentratu (WPC 80, viz vyse) byly dochuceny stejné jako
v predchozi studii. Primérny obsah BCAAs uvedeny vyrobcem byl 23 %. NaSe analyza pomoci
kapilarni elektroforézy HP?P CE systém (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) ukazala

20,1 % zastoupeni BCAA (tedy o néco vyssi nez v prvni studii).

Davka Casy odbéri
(délka podani) (min)
OWIST 759
. WPC80 ]
=20 -10,0, 30, 60, 90,
120, 180
OGTT .
759G —

Obrazek 8 Schéma testli podanych ve studii II. Vysvétlivky: p.o. = peroralni testy;
OWIST = test spodanim samotnych syrovatkovych bilkovin ve formé
syrovatkového proteinového koncentratu 80 (WPC80); OGTT = oralni glukézovy
tolerancni test s podanim glukdzy (reference); G = glukoza;

! napoj (300ml vody).

Ke zhodnoceni inzulinové sekrece jsme uzili koncentraci sérového C-peptidu, protoze
v porovndni se stanovenim samotného inzulinu je u jedinci s normalnimi ledvinnymi funkcemi
presnéjSim ukazatelem vlastni inzulinové sekrece (Eaton et al. 1980). Odbér Zzilni krve
ke stanoveni sérového C-peptidu a plazmatické glykémie byl proveden po zavedeni zilniho
katetru (t = - 10 minut, la¢na hodnota), dale t€sn¢€ po podani stimula¢ni latky (t = 0) a v dalSich
casovych intervalech (obrazek 8).

Zilni krev byla odebrana do zkumavek (S-Monovette; Sarstedt, Niimbrecht, Némecko)
a analyty byly stanoveny na Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Kralovskeé

Vinohrady stejné jako v prvni studii (viz vyse).
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6.1.3  Statistika a vypocty

Statistické srovnani hladin postprandidlni glykémie a C-peptidové odpovédi po OWIST
a OGTT bylo provedeno pomoci oboustranného Studentova t-testu. Pfedpoklady pro provedeni
t-testu byly ovéfeny pomoci Fisherova testu shodnosti rozptylu a Kolmogorova—Smirnova testu
normality. Persontiv korelacni koeficient byl pouzit pro ovéfeni zavislosti mezi dvojici skupin
hodnot.

Vsechny statistické hypotézy byly testovany na hladiné vyznamnosti 0,01 pomoci statistického
softwaru R verze 2.14.1 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Rakousko)
s Bonferroniho korekcemi pro mnohocetné porovnavani.

Vypocet iAUC byl proveden pomoci lichobéznikové metody v riznych ¢asovych intervalech.
Pro sérovy C-peptid byla vypocitana iAUC pro ne€kolik ¢asovych tusekli - iIAUCo.30 (¢asna faze
inzulinové resp. C-peptidové sekrece), iIAUCo.90 (inzulinova resp. C-peptidova sekrece do 90.
minuty), 1AUCo.180 (celkova inzulinova resp. C-peptidova sekrece), 1AUC30-180 (pozdni
inzulinova resp. C-peptidova sekrece). Pro plazmatickou glykémii byla zhodnocena iAUCo.1so.
Z dtvodu nevyrazného vzestupu glykémie po OWIST nebylo mozné uzit bézné€ uzivané indexy
napf. oralni dispozi¢ni index (Utzschneider et al. 2009), nebot’ do vypoctu je zahrnut vzestup
glykémie do 30. minuty.

Casna faze inzulinové sekrece je Gasto hodnocena pomoci tzv. inzulinogenniho indexu (IGI
(InsulinoGenic Index) = C30-C(-10/G30-G(-10)) resp. dle hladin sérového C-peptidu a plazmatické
glykémie v casech -10 (la¢nd hodnota) a v Case 30 po podani (Wareham et al. 1995).
Pro nevyrazny vzestup glykémie po podani syrovatkovych bilkovin jsme tedy uzili upravenou
ale také ¢asto uzivanou formu IGI (Tura et al. 2006) IGI = C30-Co/G30 (C30 - C-peptidové sekrece
v 30. minuté; C(.10) - la¢na hladina C-peptidu; G3o - plazmatické glykémie v 30. minut¢).
Jednotky uzité pro plazmatickou glykémii byly v mmol/l a pro sérovy C-peptid v nmol/l.
Absolutni hodnota glykovaného hemoglobinu byla mensi nez 58 mmol/mol. Inzulinova

rezistence byla dle HOMA2 IR 2,42 + 0,23 dle Levyho et al. (1998).

6.2 Vysledky

6.2.1 C-peptidova odpovéd’ (Graf 12)

Primérnd lacna hodnota C-peptidové sekrece byla 0,94 £+ 0,07 nmol/l. Stimulovana
C-peptidova sekrece méla u pacientti s diabetes mellitus 2. typu po obou testech celkové

podobny pribeh s maximem hodnot v 90. minuté po jejich podani. Hodnota maxima byla
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po OGTT 3,72 £ 0,30 nmol/l. Maximum po OWIST bylo o0 22 % niz$i nezZ po OGTT (p <0,05).
Od 90. minuty po OWIST nasledoval plynuly pokles hladiny C-peptidové sekrece k hodnote
nalacno. Po OGTT byl zjistén pokles hladin C-peptidové sekrece po 120. minuté,
ktera ale nedosahla hodnoty nala¢no ani po 180. minuté. Absolutni koncentrace sérové
C-peptidové sekrece byly nizsi (p < 0,01) v 90., 120. a 180. minuté po OWIST v porovnani
s OGTT. Vysledky po podani obou testli méli zcela stejny priib&éh v prvnich 30 minutach,

ve kterych se hodnoti prvni faze inzulinové sekrece.
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Graf 12 Absolutni hodnoty sérové koncentrace C-peptidu po provedeni peroralnich
testt (OWIST, OGTT - reference) u pacientl s diabetes mellitus 2. typu (n = 16).

* oznacuje hodnoty vyznamné odlisné od reference (p < 0,01).

0 oznacuje hodnoty vyznamné odli$né od hodnoty C-peptidu nala¢no (p < 0,01).

6.2.2  Glykemicka odpovéd’ (Graf 13)

Priimérnd hodnota plazmatické glukézy nala¢no byla 8,11 £ 0,57 mmol/l. Maximalni hladina
glykémie byla po OGTT 19,1 + 1,33 mmol/l, s poklesem po 90. minuté po podani bez dosazeni
hodnoty nala¢no v pribé&hu testu.

Po OWIST nedoslo k vyznamnému vzestupu postprandidlni glykémie (p < 0,01), ale ani

ke vzniku hypoglykemie.
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Graf 13 Absolutni hodnota plazmatické koncentrace glykémie po provedeni
peroralnich testd (OWIST, OGTT - reference) u pacient s diabetes mellitus 2. typu
(n=16).
* oznacuje hodnoty vyznamné¢ odlisné od reference (p < 0,01).

0 oznaduje hodnoty vyznamné odlisné od glykémie nalaéno (p < 0,01).

6.2.3  p-bunécna funkce a glykemicka odpovéd’ u pacienti s diabetes mellitus 2. typu

(Tabulka 6)

Primérnd plazmaticka hladina glykémie nala¢no byla mensi nez 10 mmol/l. Podéani glukézy
zvysilo primérné 2,1krat glykémii nalacno. Po OWIST nedoslo k vyznamnému vzestupu
glykémie. Po OWIST byla celkova C-peptidova odpovéd” (1AUCo.130)) o 32 % nizsi
neZ po podani glukdzy. Casna faze inzulinové sekrece (iIAUCo.30) byla podobna u obou testi.
IGI pozitivné koreloval mezi obéma testy (p < 0,01) a primérn¢ byl o0 47 % vyssi po OWIST
nez po OGTT. Mezi pozdnimi fazemi inzulinové sekrece (1AUC30-180) nebyly nalezeny
korelace. Po OWIST byly zjistény vyssi hodnoty inzulinové sekrece nez po OGTT. Dale byla
zjisténa pozitivni korelace (r = 0,94; p = 0,0002) mezi iAUCo-90 a iAUCo-180 u obou testi.
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Tabulka 6 Hodnoty C-peptidové sekrece a plazmatické glukoézy nalacno
apo OGTT a OWIST. Sloupec A% obsahuje primérnou procentudlni zménu
mezi OGTT (reference) a OWIST. * oznacuje hodnoty vyznamné odlisné

od reference (p < 0,01). Vysvétlivka: IGI = inzulinogenni index.

OGTT OWIST A%
Plazmaticka glukéza - nala¢no [mmol/l] 811 + 0,57 8,13 = 0,54 0%
Plazmaticka glukéza - 120min [mmol/l] 16,89 = 1732 8,89 £ 1,15 47 0"
C-peptid - nala¢no [nmol/l] 094 + 0,07 092 + 0,11 2 %
C-peptid - max. [nmol/l] 372 + 030 291 + 027 22 04"
C-peptid - iAUC_3 [nmol.min/1] 15,00 £ 2,70 1520 + 2,10 1%
C-peptid - iAUC99 [nmol.min/1] 12840 + 18,30 97,90 + 1040 -24 %
C-peptid - iAUC3¢_13) [nmol.min/1] 32450 + 37,00 214,80 + 21,10 34 "
C-peptid - iAUC ;g9 [nmol.min/l] 339,50 + 38,90 230,00 £ 21,90 -32 %*
Plazmaticka glukéza - iAUC 139 [mmol.min/l]  1251,00 + 109,40 89,30 + 29,70 -92 %*
IGI [107] 0,56 + 0,12 082 + 0,13 47 o

6.2.4  Tolerance testd

Samotné syrovatkové bilkoviny byly dobfe tolerovany vSemi jedinci. Po perordlné
podané samotné glukéze musela byt u tii pacientd korigovana podédnim exogenniho
inzulinu indukovana hyperglykémie. Osm pacientti s diabetes mellitus 2. typu popisovalo

napoj s glukézou za piilis sladky a s odporem jej vypili.

6.3 Diskuze

Odborna vetejnost zabyvajici se diabetem kazdoro¢né aktualizuje sva doporuceni pro klinickou
praxi zakladajici se na nejnovéjsich poznatcich vychazejicich z klinickych studii. Zaméiuje se
piedevsim na rozsifujici se znalosti v oblasti etiopatogeneze diabetu se snahou o jeho kauzalni
terapii.

Zhodnoceni B-bunééné funkce resp. stimulem indukované inzulinové ¢i C-peptidové sekrece
jako dulezité znalosti k nastaveni a k naslednému zhodnoceni terapie diabetu v doporucenich
zatim neni, 1 prestoze fada klinickych studii ukazuje vyhody jejiho stanoveni jak u pacienta
s diabetes mellitus 2. typu (Kramer et al. 2013) tak u pacientll s diabetes mellitus 1. typu
(Greenbaum et al. 2008).

Znalost B-bunécné funkce, na rozdil od znalosti hodnoty inzulinu ¢i C-peptidu nala¢no (Meier
et al. 2009), by mohla byt kli¢ova k nastaveni a sledovani efektivni a striktné individualizované

terapie u pacienta s diabetes mellitus 2. typu.
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Problém se stanovenim stimulované inzulinové sekrece je predevsim ten, Ze je ovlivnéna fadou
faktort. Za podminek napiiklad nepfimétené vysoké fyzické zatéze, pfitomnosti akutniho
onemocnéni, chronického snizeni ledvinnych funkei ¢i dekompenzace diabetu neni vySetieni
inzulinové/C-peptidové sekrece vhodné. Je tedy nutné vyckat na ptipadnou tpravu (pokud 1ze)
faktort ovliviiyjici inzulinovou sekreci.

Cilem by méla byt obnova funkce B-buiiky resp. zachovani inzulinové sekrece a tedy
1 zlepSeni glykemického profilu véetné nizsich hladin glykovaného hemoglobinu (Steffes et al.
2003). Ukazuje se, ze diky vhodné terapeutické intervenci muze zustat B-bunécnd funkce
u pacientil s diabetes mellitus 2. typu fadu mésict, let i desetileti stabilni (Harrison et al. 2012)
¢i se dokonce zlepsit (Polidori et al. 2014; Retnakavan et al. 2014), coz mize modifikovat
postupné se zhorsujici inzulinovou sekreci. Zachovani B-bunécéné funkce - casné i pozdni faze
inzulinové sekrece - u pacientl s diabetes mellitus 2. typu je nejcastéji spojovano s terapii
GLP-1 analogy (Retnakaran et al. 2014), DPP-4 (Sjostrand et al. 2014), thiazolidindiony
(Gastadelli et al. 2007), glifloziny (Polidori et al. 2014) ¢i exogennim poddnim inzulinem
(Harrison et al. 2012).

Z nasich vysledku je patrné, ze oba peroralné podané stimuly vedly u dobfe kompenzovanych
pacientl s diabetes mellitus 2. typu k charakteristickému pribéhu stimulované C-peptidové
sekrece s maximem v 90. minuté se znatelnym sniZzenim casné faze inzulinové sekrece
(Utzschneider et al. 2009). Celkova stimulovand C-peptidova sekrece po OWIST byla dobie
hodnotitelna, 1 kdyz o 32 % niZ8i neZ po OGTT. Byla ale nalezena linedrni zavislost mezi obéma
testy ptfi hodnoceni IGI (Wareham et al. 1995). IGI je bézné uzivany a senzitivni ukazatel
k hodnoceni ¢asné faze inzulinové sekrece po podani gluk6zy (Kahn et al. 2001; Tura et al.
2006), protoze dobfte koreluje s akutni inzulinovou sekreci resp. s prvni fazi inzulinové sekrece
po provedeni IVGTT (Kosaka et al. 1996). iAUCo.-150 korelovalo s 1AUCo-90 po podani obou
testl, proto se zda byt pouze 90 minutové trvani testu dostacujici u pacienti s diabetes mellitus
2. typu.

Nase studie ukézala, ze u dobfe kompenzovanych pacientd s diabetes mellitus 2. typu se
zachovalou inzulinovou sekreci byla stimulovana C-peptidova sekrece minimalné dvojnasobna
v porovnani s lacnou hodnotou (Kahn et al. 2001).

Déle nebyla nalezena korelace vysledka po OWIST a OGTT s pozdni fazi inzulinové sekrece
(1IAUC30-180), ktera je dana predevSim piimym ucinkem substratl se spoluucasti puisobeni
inkretinovych hormonti (Herzberg-Schifer et al. 2010). Tento vysledek naznacuje, Ze u nasich

pacientl s diabetes mellitus 2. typu byl glukézovy stimulus siln€jSim sekretagogem inzulinové
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sekrece nez sérové hladina vétvenych aminokyselin s pfedpoklddanym minoritnim pisobenim
inkretinovych hormont (Frid et al. 2005).

Provedeni OWIST nevedlo k vzestupu postprandialni glykémie v porovnani s vyrazné
hyperglykemizujicim OGTT, coz je u diabetikli zadouci.

Nase klinickd studie ukazala, Ze jednorazové podéani 75 g syrovatkovych bilkovin vede
k hodnotitelné casné i pozdni fazi stimulované C-peptidové sekrece u pacientii s diabetes
mellitus 2. typu a soucasné nevede k vzestupu postprandialni glykémie. Provedeni OWIST
tak bylo spojeno s podanim pfirozeného peroralniho stimulu, s minimem nezadoucich ucinkd,
se snadnym zhodnocenim inzulinové sekrece a s minimalnim vzestupem glykémii po podani
testu. OWIST tak muze byt vhodnym nastrojem ke zhodnoceni stimulované C-peptidové

sekrece.
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7. Zavéry, zhodnoceni cilii a hypotéz prace

Podani samotnych syrovatkovych bilkovin vedlo k vyznamné C-peptidové sekreci u zdravych
jedincti i u pacienti s diabetes mellitus 2. typu bez soucasného zvySeni postprandialni glykémie.
Obé¢ hypotézy jsme tedy overili. Test se syrovatkovymi bilkovinami byl pro zdravé jedince
1 pro pacienty s diabetes mellitus 2. typu dobfe tolerovan a byl dobie hodnotitelny. Syrovatkoveé
bilkoviny jsou dobie dostupna surovina, navic je mozné zajistit jejich vhodné dochuceni a Ize
je 1 snadno pfipravit ve form¢ napoje. Pfipadné nezadouci t€inky mohou byt piedpokladany
pfi odbéru krve, pfi kterém se mtize vytvofit hematom ¢i tromboflebitida v mist¢ vpichu.

Ob¢ studie ukdzaly, Ze podani syrovatkovych bilkovin je dobrym stimulem pro sekreci
inzulinu/C-peptidu. Zdanliva nevyhoda spojené s nizsi celkovou stimulovanou C-peptidovou
sekreci po OWIST (0 32 % v porovnani s OGTT) je vyvazena faktem, Ze pii OWIST nedochézi
k vyznamnému vzestupu postprandidlni glykémie. To umozniuje provedeni vySetfeni sekrece
C-peptidu v bézné ambulantni praxi.

Z vyse zminénych divodl lze navrhnout uziti syrovatkovych bilkovin jako nového testu
inzulinové sekrece v klinické praxi. Je vSak nutné rozsifit skupinu subjektl a ovéfit

reprodukovatelnost testu.
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8. Souhrn

Uvob: Mléko a mlééné bilkoviny maji vy$§i inzulinogenni index neZ index glykemicky. Tato
vlastnost je pfisuzovana piedevSim syrovatkovym bilkovindm. Cilem prace bylo zhodnotit
C-peptidovou odpovéd’ po podani syrovatkovych bilkovin u zdravych jedinct (studie 1)
a u pacientt s diabetes mellitus 2. typu (studie 2) ve srovnani s ostatnimi Casto experimentalné
uzivanymi stimulacnimi testy.

METODOLOGIE: Do studie 1 bylo zafazeno osm zdravych neobéznich jedinci (BMI
17 - 25,9 kg/m?) ve vékovém rozmezi 20 az 26 let. Kazdy jedinec podstoupil celkem Sest testil
C-peptidové sekrece v pritbe¢hu jednoho mésice. Tt testy byly perordlni s poddnim 1) samotné
glukozy (OGTT — reference pro peroralni testy), 2) samotnych syrovatkovych bilkovin (OWT)
a 3) glukézy se syrovatkovymi bilkovinami (OWGT). Zbylé tii testy byly intravendzni
s podanim: 1) samotné glukozy (IVGTT — reference pro intravendzni testy), 2) argininu (AST)
a 3) glukagonu (GST). Do studie 2 bylo zafazeno Sestnact neobéznich (BMI 26,4 - 29,8 kg/m?)
pacientl s diabetes mellitus 2. typu s uspokojivou kompenzaci a se zachovalou inzulinovou
sekreci (primémy laény C-peptid byl 0,94 = 0, 07 nmol/l; X = SEM) ve vékovém rozmezi 56
az 80 let. Kazdy jedinec podstoupil celkem dva testy perordlni s odstupem jednoho mésice: test
s podanim 1) samotné glukézy (OGTT — reference pro peroralni testy) a 2) samotnych
syrovatkovych bilkovin (OWIST).

VYSLEDKY: Studie 1 ukézala, Ze celkova C-peptidova sekrece (1IAUC/min) po OWT byla o 93
% vyssi (p <0,05) nez po AST a soucasné o 64 % nizsi (p < 0,05) nez po OGTT (reference).
Po OWT byla zjisténa nizsi (p < 0,05) individualni variabilita v porovnani s vysledky po
OWGT a OGTT. Celkova C-peptidova sekrece po OWGT byla 0 36 % vyssi nez po OGTT. Po
OWT nebyl prokézan vzestup postprandidlni glykémie, coz bylo jeho zésadni vyhodou. Studie
2 ukazala shodny pribéh C-peptidové sekrece po OWIST a OGTT s maximem v 90. minut¢.
Celkova C-peptidova sekrece vyjadiend jako iAUCo-180 po OWIST byla 0 32 % nizsi (p <0,01)
nez po OGTT. Maximalni hodnota C-peptidu po OWIST byla o 22 % niz$i nezZ po OGTT.
Po OWIST nedoslo k vzestupu postprandidlni glykémie.

ZAVER: Uvedené klinické studie naznacuji, ze podani samotnych syrovatkovych bilkovin vede
variability po jejich podani) u zdravych jedinci a u pacientii s diabetes mellitus 2. typu
bez soucasného zvyseni postprandidlni glykémie. Test se syrovatkovymi bilkovinami byl
zdravymi jedinci i pacienty s diabetes mellitus 2. typu dobfe tolerovan, dobie hodnotitelny

a proto lze uvazovat o jeho zavedeni do klinické praxe u diabetikd.
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Summary

INTRODUCTION: Milk and milk proteins have higher insulinogenic index than glycemic index.
This feature is mainly attributed to whey proteins. The main goal of this thesis was to evaluate
a C-peptide response after administration of whey proteins in healthy individuals (study 1) and
in patients with type 2 diabetes mellitus (study 2) in comparison to other experimental
stimulation tests.

METHODS: Eight young, healthy (7 males, 1 female; aged 20-26 years), non-obese (BMI:
17-25.9 kg/m?) participants with normal glucose tolerance were enrolled for study 1.
Each individual underwent six C-peptide secretion tests in total. Three secretion tests measured
C-peptide response to orally administered substances: whey proteins only (OWT), whey
proteins with glucose (OWGT) and glucose only (OGTT, reference); while the other three
secretion tests measured C-peptide response to intravenously administered substances: arginine
(AST), glucagon (GST) and glucose (IVGTT, reference). Sixteen overweight (BMI
26,4 - 29,8 kg/m2) patients with type 2 diabetes mellitus, good glycemic control and with
preserved fasting serum C-peptide levels (0,94 + 0, 07 nmol/l) were enrolled for study 2. Two
oral stimulation tests - one with 75 g of glucose (OGTT) and the other with 75 g of whey
proteins (OWIST) - were used for assessing serum C-peptide and plasma glucose levels
in each participant.

RESULTS: Study 1 showed that the C-peptide secretion (1IAUC/min) stimulated by OWT was
greater by 93 % (p < 0,05) than the C-peptide response after AST and 64 % smaller (p < 0,05)
than response after OGTT. OWT also showed lower variability (p < 0,05) in C-peptide
responses compared to OWGT and OGTT. The highest total C-peptide response was induced
by OWGT (36 % higher than after OGTT). OWT consistently increased C-peptide
concentrations, while not increasing glucose levels. In study 2, both oral tests induced similar
pattern of C-peptide secretion, with a peak at 90 min. The serum C-peptide peak concentration
after OWIST was 22 % lower than in OGTT. Similarly, the C-peptide 1AUCy-130 were 32 %
lower in the OWIST than in the OGTT (p < 0,01). Contrary to OGTT the OWIST did not cause
a significant increase of glycaemia (p <0,01).

CoNcLUSION: Findings from both studies indicate that administration of whey proteins leads
to significant increase of C-peptide/insulin secretion in both healthy individuals and in patients
with type 2 diabetes mellitus, while not increasing glycemic levels. As whey protein tests were
also well-tolerated by both groups of individuals, whey protein tests might be a useful tool

in estimation of stimulated serum C-peptide levels in patients with type 2 diabetes mellitus.
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Summary

A personalized antidiabetic therapy is not yet part of the official
guidelines of professional societies for clinical practice. The aim
of this study was to evaluate the serum C-peptide and plasma
glucose levels in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM)
after oral administration of whey proteins. Sixteen overweight
T2DM Caucasians with good glycemic control and with preserved
fasting serum C-peptide levels (>200 nmol/lI) were enrolled in
this study. Two oral stimulation tests — one with 75 g of glucose
(OGTT) and the other with 75 g of whey proteins (OWIST) —
were administered for assessing serum C-peptide and plasma
glucose levels in each participant. Both oral tests induced similar
pattern of C-peptide secretion, with a peak at 90 min. The serum
C-peptide peak concentration was 2.91+£0.27 nmol/l in OWIST,
which was 22 % lower than in OGTT. Similarly, the C-peptide
iAUCo.10 Were 32 % lower in the OWIST than in the OGTT
(p<0.01). Contrary to OGTT the OWIST did not cause
a significant increase of glycemia (p<0.01). Our study showed
that the OWIST represents a useful tool in estimation of
stimulated serum C-peptide levels in patients with T2DM.
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Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic
heterogeneous disease characterized by progressive loss
of insulin secretion (B-cell dysfunction) in parallel with
impaired whole-body insulin
Diabetes Association 2016). It
(DeFronzo

sensitivity (American
is well established
1988) that a chronic hyperglycemia is
primarily caused by various degrees of impaired insulin
sensitivity (insulin resistance) and secondarily by B-cell
dysfunction as a manifestation of the progressive loss of
the pancreatic islet B-cell followed by a decreasing
maximal capacity of insulin secretion. Importantly,
progressive decline in insulin secretion is affecting
different patients to a different degree (U.K. Prospective
Diabetes Study 16 1995, Saisho 2015). Progressive loss
of B-cell function is often associated with deterioration of
T2DM control, i.e. a higher level of glycated hemoglobin
(HbAlc), and therefore with higher risk of long-term
complications (DeFronzo 2009). Better understanding of
mechanisms driving B-cell dysfunction as well as
development of specific test evaluating actual insulin
secretion in large number of patients in a routine clinical
setting is highly needed. Insulin secretion is often
evaluated indirectly in clinical practice and research by
studying C-peptide secretion, because its levels are more
stable in blood circulation and C-peptide is released from
B-cell in pancreas in equimolar amount to insulin.
Several clinical studies showed that knowledge
of stimulated serum C-peptide secretion (Meier et al.

PHYSIOLOGICAL RESEARCH ¢ ISSN 0862-8408 (print) * ISSN 1802-9973 (online)
© 2017 Institute of Physiology of the Czech Academy of Sciences, Prague, Czech Republic

Fax +420 241 062 164, e-mail: physres@fgu.cas.cz, www.biomed.cas.cz/physiolres



994 wildova et al.

Vol. 66

2009) should be an accurate marker for the treatment
decision for each patient at the beginning and during the
course of the disease (U.K. Prospective Diabetes
Study 16 1995, Wajchenberg 2007). Majority of T2DM
patients have: 1) preserved fasting C-peptide levels and at
least twice as high postprandial serum C-peptide levels,
2) a preponderance of insulin deficiency and have
preserved fasting but reduced postprandial serum
C-peptide levels (i.e. C-peptide levels not rising above
twice the value of fasting C-peptide; Ratheiser er al.
1990), and 3) reduced fasting and postprandial C-peptide
levels. It seems that the patients in the two last groups
would benefit from early initiation of exogenous therapy
with insulin (Harrison et al. 2012).

This
antidiabetic therapy is not yet part of the official

approach  of setting personalized
guidelines of professional societies for clinical practice
(Monnier et al. 2006, Robertson 2007, Roy et al. 2007,
American Diabetes Association 2016). The main reason
seems to be the lack of a standardized insulin secretion
stimulation test. Insulin secretion stimulation tests
frequently used in clinical trials — mixed meal tolerance
test (MMTT), oral glucose tolerance test (OGTT) or
(GST) -
hyperglycemia and are time-consuming. In our previous

glucagon stimulation test mostly cause
paper, we showed that standard OGTT and orally whey
administration had a comparable effect on C-peptide
secretion in healthy participants (Wildova et al. 2013).
Therefore, the aim of this study was to compare
the serum C-peptide and plasma glucose levels after
administration of whey protein concentrate (OWIST) and
standard OGTT in T2DM patients achieving a good
glycemic control. The overarching goal was to define,
whether OWIST might represent a tool investigating

insulin secretion in a clinical setting.
Methods

Patients
Sixteen overweight Caucasians (6 men and
10 women; aged 56-80 years, BMI (body mass index):
26.4-29.8 kg/m?), with T2DM (Genuth ez al. 2003), with
a glycated hemoglobin (HbAlc) than

58 mmol/mol (7.5 %) at the time of recruitment, normal

level less

or higher fasting C-peptide secretion (0.39-1.33 nmol/l)
and 5 years or longer after diagnosis of T2DM were
enrolled in this study. All participants were treated with
metformin (500 mg dose per day), had a prescribed
diabetic diet and were engaged in regular physical

activity. Additionally, all participants were generally in
good health, with no signs or symptoms of any acute
diseases, renal insufficiency or lactose intolerance.
Insulin resistance by Homa2 IR was 2.42+0.23; mean +
SEM (Levy et al. 1998).

Study protocol

We used a controlled cross-over study design to
evaluate fasting and stimulated C-peptide secretion after
the administration of the whey proteins (OWIST) and
glucose alone (OGTT) in patients with T2DM.

OGTT drink contained 75 g oral glucose load
(Glukopur; Natura, Hamry u Havlickova Brodu, Czech
Republic) in 300 ml of water (Small ez al. 1985).

OWIST drink consisted of 75 g of flavored whey
proteins (whey protein concentrate 80, WPC 80) in
300 ml of water so that it had the same dose as OGTT.
The WPC80 was manufactured by Volactive
UltraWhey80; DVN, Hoogeveen, the Netherlands and it
contained 81 % high-quality nutritional whey proteins,
6 % lactose, 6 % fat, 4 % moisture and 3 % minerals,
flavoured with 0.4 g of strawberry aroma AFFRAI 0005
(RJP International, Prague, Czech Republic) and 0.4 g of
vanilla extract (RAPS-CZ, Prague, Czech Republic).

The study protocol was designed in accordance
to the principles of the Helsinki Declaration and received
prior approval by the Ethics Committee of the Third
Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech
Republic. All participants were fully informed and gave
their written consent.

All patients with T2DM underwent both tests
after overnight fasting for at least 12 h. They were tested
on two different occasions in a random order within a one
month period. The tests were carried out in the research
unit of the 2nd Department of Internal Medicine at the
University Hospital Kralovské Vinohrady, Prague, Czech
Republic. Both of tests were performed at 8§ a.m., when
a peripheral venous catheter was inserted for obtaining
samples of venous blood into the antecubital vein using
the aseptic technique. The participants rested quietly on
bed during the test. Samples for fasting values of the
plasma glucose levels and serum C-peptide measurement
were collected at time 0 (just before administration of the
OGTT or OWIST). Within 3 min the
administered. Other blood samples were collected at 30,
60, 90, 120 and 180 min in a closed blood collection
system (S-Monovette; Sarstedt, Niimbrecht, Germany)

drink was

after the drink administration. The catheter was flushed
with 0.9 % saline after each blood sample draw.
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The samples for the serum C-peptide concentration
determination were centrifuged for 15 min at 3,000 g
Jouan BR4i (DJB Labcare, Buckinghamshire, England)
and analyzed using a 2-site immunochemiluminometric
assay by the Immunolite 2000 immunoassay system
(Diagnostic  Products Corporation, Los Angeles,
California, USA). The analytical range of the assay was
0.17-2.32 nmol/l and the lower limit of sensitivity was
0.017 nmol/l. The inter- and intra-assay coefficients of
variation (CVs) were less than 6 %. The plasma glucose
levels were determined using the hexokinase method by
a Konelab Glucose analyzer (Thermo Fisher Scientific
Oy, Vantaa, Finland). The detection limit was
0.1 mmol/l. Side effects of both OGTT and OWIST were
evaluated in regards to hyperglycemia and general

tolerance (nausea, vomiting).

Statistics

The incremental area under the curve (iIAUC) of
glucose and C-peptide in OWIST and OGTT were
calculated using the trapezoid rule for both the plasma
glucose levels and the serum C-peptide levels. For the
serum C-peptide concentration, several iAUCs were
calculated: iIAUC 3 (the early phase of insulin secretion),
iAUCyq (insulin secretion during a proposed shorter
measurement period), iAUCy. g0 (the whole measured
insulin secretion), iAUC5q.139 (the late phase of insulin
secretion). For the plasma glucose level only iAUC_ g
was calculated.

Statistical total
C-peptide response and plasma glucose level, relative to

comparison between the
the reference was carried out using the two-sided paired
Student’s t-test (assumptions were tested using Fisher’s
test of equality of variances and the Kolmogorov-
Smirnov normality test). Pearson's product moment
correlation was used for testing the association between
the paired samples of data values.

All the data in the text are presented as mean +
SEM. All tested at
a significance level of 0.01 using R software (2.14.1,

statistical hypotheses were
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria)
with Bonferroni corrections for multiple comparisons.
Modified version of the insulinogenic index
(Wareham et al. 1995, Tura et al. 2006) was calculated

as:
IGI = C30-C0/G30

where C;p is the serum C-peptide concentration at
30 min, C, is the fasting serum C-peptide concentration
and Gg is the plasma glucose level at 30 min.

Results

C-peptide response

The average fasting level of the serum C-peptide
was 0.9440.07 nmol/l. Both oral tests resulted in a similar
shape of the C-peptide response curve, with a peak at
90 min. In the case of OGTT (reference), the serum
C-peptide concentration peaked at 3.72+0.30 nmol/l.
The serum C-peptide peak concentration was
2.914+0.27 nmol/l in OWIST, which was 22 % lower than
in OGTT. Subsequent serum C-peptide concentrations
steadily decreased after 90 min (OWIST) and 120 min
(OGTT) while not reaching the baseline within the test
180 min. Individual
concentrations after the OWIST were significantly lower
(p<0.01) at 90, 120, 180 min than after the OGTT. Both
tests induced the same slope of C-peptide curve in the

duration of serum C-peptide

first 30 min (the early phase of insulin secretion). Data
are summarized in Figure 1.

w B
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[\*]

-

0 30 60 90 120 150 180
time [min]

Fig. 1. The absolute values (mean * SEM) of the serum
C-peptide levels in response to oral tests — OGTT (reference) and
OWIST in patients with T2DM (n=16). * indicates values
significantly different from the reference (p<0.01).

Glucose response

The average fasting plasma glucose level
(baseline) was 8.11+0.57 mmol/l. The OGTT showed
aplasma glucose level peak at 19.1£1.33 mmol/l. After
90 min, the curve was steadily decreasing towards the
baseline, but not reaching it within the test duration.
Contrary to OGTT the OWIST did not cause a significant
increase of glycemia (p<0.01). Data are summarized in
Figure 2.

The assessment of the C-peptide secretion and glycemic
response in patients with T2DM

The average fasting plasma glucose level
(baseline) was 8.114+0.57 mmol/l. The administration of
the OGTT increased glycemia, on average 2.1 times, on
the other hand, the administration of the OWIST did not



996 wildova et al.

Vol. 66

induce a glycemia increase (plasma glucose level
8.89+1.15 mmol/l at 120 min). The incremental area
under the curve of the whole measured C-peptide
response (1IAUC.1g9) was 32 % lower after the OWIST, in
comparison to the OGTT. Data are summarized in
Table 1.

.20
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Fig. 2. The absolute values (mean + SEM) of the plasma glucose
levels in response to oral tests — OGTT (reference) and OWIST in
patients with T2DM (n=16). * indicates values significantly
different from the reference (p<0.01).

The early phase of insulin secretion (1AUC_30)
was similar for both the OGTT and the OWIST. The IGI,
calculated from the OWIST and OGTT, correlates with
each other (p<0.01), while being 47 % higher after the
administration of OWIST. No correlation was found
between the stimulated late phase insulin secretion
(1AUC3¢.150) using the OGTT and OWIST, however the
OGTT stimulation achieved a 34 % higher 1AUC5(._1g0
than the OWIST. Furthermore, a very strong correlation
(r=0.94; p=0.0002) was found between the iIAUC9, and
1AUC,.1g9 for both OGTT and OWIST.

Side effects

The OWIST was well-tolerated by all
participants. The administration of the OGTT induced
nausea in three participants and eight participants
complained about the unusual sweet taste of the drink. In
two participants, the OGTT induced hyperglycemia had
to be managed with insulin administration. No other side
effects were observed.

Table 1. Measurements of the fasting and stimulated C-peptide and plasma glucose levels during the OGTT and OWIST.

OGTT OWIST A%
Plasma glucose — fasting [mmol/l] 8.11 £0.57 8.13+£0.54 0%
Plasma glucose — 120 min value [mmol/l] 16.89 + 1.32 8.89+£1.15 47 %"
C-peptide — fasting [nmol/l] 0.94 + 0.07 0.92+0.11 2%
C-peptide — peak [nmol/l] 3.72+£0.30 2.91+£0.27 22 %
C-peptide — iAUC .3y [nmol.min/l] 15.00 +£2.70 15.20+2.10 1%
C-peptide — iAUC.gg [nmol. min/l] 128.40 + 18.30 97.90 £ 10.40 -24 %
C-peptide — iAUC3y.;59 [nmol.min/l] 324.50 = 37.00 214.80 +£21.10 34%
C-peptide — iAUCy. 159 [nmol.min/l] 339.50 +38.90 230.00 £21.90 32%
Plasma glucose —iAUC,._ ;59 [mmol.min/l] 1251.00 £+ 109.40 89.30 +29.70 92 %"
IGI [107] 0.56 +0.12 0.82+0.13 47 %"

The values show mean + SEM. The A% column indicated the mean percentage change between the OGTT (reference) and OWIST.

* t-test (p<0.01) OGTT vs. OWIST.

Discussion

Diabetes
updates its recommendations for clinical practice based

International Association annually
on the state-of-the-art findings from clinical trials.
Assessment of the B-cell function, i.e. stimulated insulin
(C-peptide)
implemented in the official recommendations even

secretory response, has not yet been

though several clinical trials demonstrate its impact on
therapy of T2DM (Kramer et al. 2013) and sometimes

even in type 1 diabetes mellitus (Greenbaum et al. 2008).

Our results demonstrated that the OWIST
correctly assessed the stimulated C-peptide secretion
(both the early and late phase of insulin secretion) in
patients with T2DM. The results indicate that the oral
stimulus (both glycemic and non-glycemic) administered
to the patients with well-controlled T2DM leads to
a characteristic shape of stimulated C-peptide secretion
with a peak at 90 min. The administration of OWIST
induced C-peptide 1AUCy3, that was similar to the
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iAUCy30 induced by administration of OGTT. This
corresponds with the fact that both whey proteins and
glucose activate a cephalic and entero-insular axis in
a similar way (Salehi ef al. 2012). A linear trade-off was
found between the OGTT and OWIST values of the IGI
that corresponds with the early phase of insulin secretion
(Wareham et al. 1995). The IGI is commonly used
because it highly correlates with the acute insulin
response (AIR) during the intravenous glucose tolerance
test (Kosaka et al. 1996) and is considered a sensitive
marker of insulin secretion after glucose stimulus (Tura
et al. 2006, Kahn et al. 2001). It was suggested that the
progressive loss of the total B-cell number in the islets of
Langerhans first becomes apparent as a disorder of the
early phase of the stimulated insulin or C-peptide
secretion, followed by a disorder of the late phase
(Calles-Escandon and Robbins 1987) with a more
pronounced concomitant postprandial hyperglycemia
(Del Prato 2003) and unsatisfactory diabetes control.
As 1AUC.139 was highly correlated with iAUC,, after
the administration of both the OGTT and OWIST, it
seems that in order to assess the late phase of insulin
secretion, a 90-minute-long test is sufficient. However,
confirmation on a larger number of patients is needed.
Our study showed that the patients with
well-controlled T2DM had their
preserved or, more precisely, their stimulated maximum

insulin  secretion
serum C-peptide concentration was at least twice their
fasting level (Kahn et al. 2001).

The late phase of insulin secretion (IAUC;¢._150)
is primarily regulated by the substrate phase of the insulin
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Summary

Our study compared total C-peptide secretion after
administration of whey proteins and whey proteins in
combination with glucose with results of classical tests assessing
beta cell function in the pancreas of healthy individuals. Eight
young, healthy (7 males, 1 female; aged 20-26 years), non-
obese (BMI: 17-25.9 kg/m?) participants with normal glucose
Three

to orally

tolerance underwent six C-peptide secretion tests.

secretion tests measured C-peptide response
administered substances: whey proteins only (OWT), whey
proteins with glucose (OWGT) and glucose only (OGTT); while
three secretion tests measured C-peptide response to
intravenously administered substances: arginine (AST), glucagon
(GST) and glucose (IVGTT). OWT stimulated a greater (93 %,
p<0.05) C-peptide response than AST and a 64 % smaller
response (p<0.05) than OGTT. OWT also showed

variability (p<0.05) in C-peptide responses compared to OWGT

lower

and OGTT. The greatest total C-peptide response was induced by
OWGT (36 % higher than glucose). OWT consistently increased
C-peptide concentrations with lower individual variability, while
insignificantly increasing glucose levels. Results of this study
suggest that both dietology and beta-cells capacity testing could
take advantage of the unique property of whey proteins to
induce C-peptide secretion.
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Blood glucose e Healthy
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Introduction

It has been well established that ingested dietary
proteins are the physiological stimuli for insulin secretion
and have potential to decrease the plasma glucose levels
in healthy individuals (Floyd et al. 1966). The magnitude
of the insulin response to ingestion of different doses and
types of proteins varies; however, whey proteins have
unique insulinotropic property (Nilsson et al. 2004, Pal
and Ellis 2010).

Krezowski et al. (1986) showed that, in healthy
individuals, an acute oral administration of 50 g of
protein from lean beef in combination with glucose
resulted in a non-synergic increase in serum insulin and
C-peptide release — the incremental area under the curve
(1AUC) was 28 % higher than for glucose alone — and
reduced the total
compared to equal amounts of glucose. An orally

postprandial glucose response
administered dose of protein given alone elicited a
modest increase in insulin secretion (IAUC = 28 % of
the glucose response) and had almost no influence on
fasting glucose levels. A similar metabolic response was

observed in a study by Nilsson et al. (2004) after
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administration of 18.2 g of whey proteins in
combination with carbohydrates in healthy subjects. The
insulin iAUC for whey proteins plus a glucose mixture
was 90 % higher than the insulin iAUC of glucose
alone. A study by Akhavan et al. (2010) focused
primarily on the effect of pure whey proteins on food
intake and pre- and post-meal satiety. However, this
study did not examine the effect of whey proteins on
insulin secretion over a sufficiently long period of time
(Polonsky et al. 1988) for a complete evaluation of the
total insulin secretion response following an orally
administered stimulus.

Therefore we decided to evaluate the effect of
pure whey proteins on C-peptide secretion (Polonsky and
Rubenstein 1984) relative to C-peptide secretion after
glucose only. Furthermore, we focused on the comparison
between total C-peptide secretion after pure whey
proteins administration and total C-peptide secretion after
whey proteins administration in combination with
glucose, relative to other insulin secretion tests. These
tests are based on intravenous administration (Chaillous
et al. 1996) of glucose, arginine and glucagon and the
oral administration of glucose (Small et al. 1985). These
tests are currently used in research studies rather then in
clinical practice. Since the tests ascertain the maximum
C-peptide secretion capacity of the subject’s pancreatic
beta cells (Chaillous et al. 1996), these data can be used
to assess the insulinotropic effect of whey proteins and its
possible use in clinical practice.

Subjects and Methods

Subjects

Eight healthy young non-obese (body mass
index (BMI), range: 17-25.9 kg/m?) Caucasian subjects
(7 men and 1 woman aged 20-26 years) were enrolled in
this study. None of the participants were taking any drugs
or supplements known to interference with insulin
secretion or carbohydrate metabolism. All subjects were
in generally good health, with no signs or symptoms of
any acute or chronic diseases and no indications of
lactose malabsorption.

After evaluation, participants were found to have
no disorders of glucose metabolism (based on standard
the ADA Expert
Committee report (Genuth et al. 2003). Five participants
(1 female and 4 males) had BMIs under 24.9 kg/m’; the
other three males had BMIs (range) of 25.4-25.9 kg/m’.
None of the subject had any signs of insulin resistance or

diagnostic criteria expressed in

any condition associated with insulin resistance (e.g.
hypertension, dyslipidemia, polycystic ovary syndrome
or acanthosis nigricans); all participants had normal
insulin sensitivity index 463+22 ml min" m™ (Mari et al.
2001), which correlated well with the homeostasis model
assessment index (Matthews ef al. 1985).

The study protocol was designed in accordance
to the principles of the Helsinki Declaration and received
prior approval by the Ethics Committee of the Third
Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech
Republic. All participants were fully informed and gave
written consent.

Tests

We used a controlled cross-over study design to
evaluate the effect of whey proteins on the concentration
of serum C-peptide and plasma glucose. All participants
were tested on 6 different occasions in random order
within a one month period. The tests were carried out in
the research unit of the Second Department of Internal
Medicine at University Hospital Kralovské Vinohrady,
Prague, Czech Republic.

We used three intravenous tests to evaluate
C-peptide secretion (Chaillous et al. 1996): the glucose-
dependent arginine-stimulation test (AST), the glucagon
stimulation test (GST) and the intravenous glucose
tolerance test (IVGTT). For the AST, 5 g of arginine in
50ml of 0.9 % saline (Ardeapharma, Sevétin, Czech
Republic) were injected as a bolus within 45 s. In case of
the GST, 2 mg of glucagon (Novo Nordisk, Bagsvaerd,
Denmark) in 60 ml of 0.9 % saline were injected as
a bolus within 60 s. Finally for the IVGTT; bolus of 0.5 g
per kg of body weight of glucose (using Glucose-30
solution, B/Braun, Melsungen, Germany) was injected
within 3 min.

The other three tests for C-peptide secretion
evaluation were based on the oral administration of
glucose alone (oral glucose tolerance test (OGTT),
whey proteins alone (oral whey proteins test (OWT) and
whey proteins in combination with glucose (oral whey
proteins in combination with glucose test (OWGT).
Substances used in these tests were administered in the
form of drinks and were consumed within 3 min. The
OGTT was performed using a 75 g oral glucose load
(Glukopur; Natura, Hamry u Havlickova Brodu, Czech
Republic) in 300 ml of water (Small ef al. 1985). OWT
substance consisted of 40 g of flavored whey proteins
(Volactive UltraWhey80 (WPC80); DVN, Hoogeveen,
the Netherlands) in 300 ml water and OWGT substance
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consisted of 40 g of flavored whey proteins (Volactive
UltraWhey80 (WPC80); DVN, Hoogeveen, the
Netherlands) and 72.6 g of glucose (Glukopur; Natura,
Hamry u Havlickova Brodu, Czech Republic) in 300 ml
water.  OWGT had an equivalent amount of
carbohydrate (75 g) as OGTT. OGTT and IVGTT
results were used as reference values for their respective
category (oral vs. intravenous).

All the tests were performed regularly at 8 a.m.
after an overnight fast (at least 12 h), except water.
Before the tests, participants had unrestricted stable
diets (at least 150 g of carbohydrate per day); a
minimum of 3 days/week of physical activity was
encouraged. Participants were non-smokers and agreed
to abstain from alcohol and coffee consumption during
the study period. All participants underwent all 6 tests.

A peripheral venous catheter connected with
a three-way stopcock was inserted into the antecubital
vein using aseptic technique. This set-up enabled
intravenous access for the purpose of intravenous
stimulation tests and for obtaining samples of venous
blood; it also ensured standardized sampling conditions.
After stopcock adjustment the same catheter was used
for bolus injections and sampling (Gottséter ef al. 1992).
The catheter was flushed with 0.9 % saline after each
blood sample and after administration of intravenous
C-peptide stimulants (arginine, glucagon, glucose). The
participants rested quietly on beds during the tests.

Whey proteins

The study employed whey protein concentrate
80 (Volactive UltraWhey80 (WPCS80); DVN,
Hoogeveen, the Netherlands) from a sweet cheese whey
source containing 81 % high-quality nutritional whey
proteins, 6 % lactose, 6 % fat, 4 % moisture and 3 %
minerals. 100 g of WPC80 had an energy value of 1549
kJ or 362 kcal. Average proportion of branched chain
amino acids (BCAA)
(according to the manufacturer) 23 %; however our

in the whey proteins was

analysis using capillary electrophoresis and the
HP3DCE system (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) showed a BCAA percentage of only 17.5 %.

Powdered whey proteins were administered as
a protein drink flavored with 0.05 g of low-calorie
aspartame (NutraSweet: The NutraSweet Company,
Chicago, USA), 0.4 g of strawberry aroma AFFRAI
0005 (RJP International, Prague, Czech Republic) and
0.4 g of vanilla extract (RAPS-CZ, Prague, Czech
Republic).

Blood samples

Fasting values of plasma glucose and serum
C-peptide were taken 10 min after the catheter was
inserted and 10 min before administration of
secretagogues (time: —10). For the intravenous agents the
first venous blood samples were obtained immediately
after intravenous stimuli administration (time: 0) (Ward
et al. 1984). For the oral tests, the first blood sample was
taken at 30 min; additional samples were taken at 60, 90,
120, 150 and 180 min. For the AST and GST, the
sampling times were | min, 3 min, 5 min, 7 min, 10 min,
20 min and 30 min after administration; for the IVGTT,
sampling times were 1 min, 3 min, 5 min, 7 min, 10 min,
30 min, 60 min and 120 min after administration.

Venous blood samples of glucose and C-peptide
were collected in a closed blood collection system
(S-Monovette; Sarstedt, Niimbrecht, Germany). Glucose
was drawn into tubes containing sodium fluoride, while
blood for C-peptide testing was drawn into sample tubes
without additives.

Blood samples for blood glucose determination
were processed immediately after being drawn by the
Department of Biochemistry and Pathobiochemistry,
Third Faculty of Medicine and University Hospital
Kralovské Vinohrady, Charles University in Prague,
Czech Republic. Blood C-peptide
determination were immediately cooled on ice to 21 °C
and then centrifuged for 15 min at 3000 G (Jouan BR4i,

DJB Labcare, Buckinghamshire, England). The samples

samples  for

then were frozen at —80 °C for 32 days until actual
laboratory analysis.

Plasma glucose concentrations were determined
using the hexokinase method (Passey et al. 1977) by a
Konelab Glucose analyzer (Thermo Fisher Scientific Oy,
Vantaa, Finland). The detection limit was 0.1 mmol/l.

Serum C-peptide concentrations were analyzed
using a 2-site immunochemiluminometric assay (Kao et
al. 1992) by an Immunolite 2000 immunoassay system
(Diagnostic ~ Products Corporation, Las Angeles,
California, USA). The analytical range of the assay was
0.17-2.32 nmol/l and the lower limit of sensitivity was
0.017 nmol/l. The inter- and intra-assay coefficients of

variation (CVs) were less than 6 %.

Statistics

To quantify the plasma glucose and the serum
C-peptide responses relative to the test substances, the
incremental area under the curve (1AUCs) was

calculated using the trapezoidal rule and using the initial
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fasting value of the respective metabolite as the baseline
(i.e. blood sample t = —10 min). To allow fair
comparisons among tests with different durations,
iAUCs were further normalized by the test duration
(1AUCs/min) according to Greenbaum et al. (2008). The
statistical comparison between the total C-peptide
response and plasma glucose level, relative to the
reference was carried out using the two-sided t-test.
Comparisons of C-peptide response variability between
stimulation tests were carried out by a likelihood ratio
test employing coefficients of variation described by
Verrill and Johnson (2007).

All data in the text are presented as means +
SEMs. All statistical hypotheses were tested at
significance level 0.05 using MATLAB software (2011b,
Mathworks, Natick, MA, USA).

Results

C-peptide response (Fig. 1)

The average fasting concentration of serum
C-peptide was (mean = SEM) 0.43+0.02 nmol/l. All oral
tests resulted in a similar shape for the C-peptide
response curve, with a peak at 30 min. In case of OGTT
(reference), the C-peptide concentration peaked at
1.61+0.39 nmol/l above baseline. The result of OWT
and OWGT, relative to OGTT, was lower by 57 % and
higher by 63 %, respectively. Subsequent concentration
decreases reached baseline within 120-180 min (OWT
and OGTT) and after 180 min (OWGT). Individual

C-peptide concentrations differences were lower
(p<0.05) at 60 and 90 min in case of OWT than in case
of OGTT. Following OWGT, the C-peptide

concentration at 30 min (p<0.05) was the only one,
which was higher than OGTT.

IVGTT (reference) resulted in a peak C-peptide
concentration of 1.56+0.17 nmol/l above baseline, which
occurred 1 min after administration and lasted for 30 min.
AST peaked at value lower by 57 % (3 min) compared to
IVGTT, while GST produce almost (6 % lower) the same
IVGTT.
concentration decreases reached baseline before 20 min
(AST), after 30 min (GST) and after 120 min (IVGTT).
Individual C-peptide concentrations differences were

maximum concentration  as Subsequent

lower (p<0.05) during the whole test period in case of
AST compared to IVGTT. GST managed to maintain
similar concentrations as IVGTT except for sample times
0, 1 and 30 min, where it was lower (p<0.05) than
IVGTT.

Serum C-Peptide [nmol/I]

time [min]
4
O IVGTT
X AST
3 GST

Al i o S

Serum C-Peptide [nmol/I]
N

s * *
D ok
. *
0 I *
-10 0 1 3 5 7 10 30
time [min]

Fig. 1. Mean (+ SEM) values of serum C-peptide concentration in
response to orally administered tests — OGTT (reference), OWT
and OWGT - and intravenous tests — IVGTT (reference), AST and
GST in healthy subjects (n=8). * indicates values significantly
different from the reference (p<0.05).

Glucose response (Fig. 2)

The average  fasting plasma  glucose
concentration (baseline) was (mean = SEM) 4.33+0.06
mmol/l. Performing OWGT and OGTT induced similar
glucose response shaped curves over 60 min with peak
concentrations (from baseline) occurring at 30 min. The
values steadily decreased until fasting concentrations
were reached (between 90-120 min). OGTT showed
glucose concentration peak at 2.25+0.24 mmol/l above
baseline. Compared to OGTT, the glucose response was
25% lower after OWGT. OWT lowered glucose
concentrations below fasting values for the entire
120 min
concentration value occurred at 60 min and was 13 %

observation period, the negative peak
lower than the fasting glucose value. Individual plasma
glucose level differences were lower (p<0.05) at 30 and

60 min in case of OWT relative to OGTT result.
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The peak plasma glucose concentration, in case
of IVGTT, was 16.23+0.92 mmol/l above baseline and
occurred immediately after administration. AST and GST
showed a peak value that was 97 % lower (7 min) and
88 % lower (20 min), respectively, relative to IVGTT
result. Subsequent concentration decreases reached
baseline between 10 and 20 min (AST), after 30 min
(GST) and between 60-120 min (IVGTT). Individual
plasma glucose concentrations were lower (p<0.05)
during the whole test period of both AST and GST
relative to IVGTT.

iAUC/min — C-peptide response (Fig. 3)

Average C-peptide iAUC/min was (mean =+
SEM) 1.27+0.19 nmol/l and 1.00+0.10 nmol/l for OGTT
and IVGTT, respectively. OWT induced an iAUC/min
value 64 % lower (p<0.05) than OGTT (reference), as
opposed to OWGT, that reached an iAUC/min value
36 % higher (compared to OGTT (reference).
Furthermore for OWT, the variability of the iAUC/min
C-peptide response was lower (p<0.05) than in case of

OGTT OWT OWGT. AST GST IVGTT

Fig. 4. Mean (£ SEM) IiAUC/min for plasma glucose
concentration for all tests in healthy subjects (n=8). Values from
OGTT (black) were taken as a reference for orally administered
tests — for intravenous tests, the reference was IVGTT values
(black). * indicates values significantly different from the
reference (p<0.05).

OGTT (reference) as well as in case of OWGT. For the
intravenous tests, the iAUC/min was 76 % lower
(p<0.05) for the AST and 9 % higher for the GST
compared to IVGTT (reference). When comparing AST
and OWT, OWT resulted in an iAUC/min value that was
93 % higher than AST.

iAUC/min — glucose response (Fig. 4)

Average glucose iAUC/min was (mean = SEM)
1.04+0.13 mmol/l and 4.08+0.22 mmol/l for OGTT and
IVGTT, respectively. OWT induced an iAUC/min value
71 % lower (p<0.05) than oral OGTT (reference), a
similar situation was also true for OWGT, which reached
an 1AUC/min value that was 32 % lower (p<0.05).
Relative to the intravenous tests, the iAUC/min was
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lower for both the AST (94 %; p<0.05) and GST (63 %;  non-hyperglycemic tests that evaluate glucose
p<0.05) compared to IVGTT (reference). mechanisms in individuals with glucose tolerance

Test tolerance by participants

OGTT caused intermittent nausea in 25 % of
participants and 50 % of participants experienced
tachycardia during IVGTT. GST caused intermittent
nausea, tachycardia and tachypnea in 100% of
participants. OWT, OWGT and AST produced no
observed side effects.

Discussion

The results of this study showed that acute oral
administration of whey proteins alone and in combination
with glucose in healthy participants leads to an increase
in total serum C-peptide concentration. These results
were comparable with results of other methods often used
for the assessment of normal C-peptide secretory
responses to oral and intravenous stimuli. The advantage
of using these tests is that they allow accurate
characterization of both fasting and stimulated C-peptide
concentrations and are thus able to detect (early) a
progressive loss of function of pancreatic islet beta cells
and the subsequent decrease in the maximal capacity of
C-peptide secretion. This is important since changes in
stimulated C-peptide levels are more obvious that
changes in fasting C-peptide levels. The decrease of
C-peptide secretion capacity rapidly leads to development
of glucose intolerance, caused by an inadequate increase
in insulin secretion in relation to insulin resistance (Ahrén
and Larsson 2002). Therefore early discovery of
could be
importance for the timely introduction of preventive and

C-peptide  secretion impairment of an
therapeutic interventions. Faerch et al. (2009) reported
that impairment usually starts several years before it is
classify

hyperglycemic either in the fasting or post-challenge

possible  to individuals as abnormally
state.

A consistent increase in the total C-peptide
concentration (iIAUC/min) was perceived in case of
OWT, while postprandial plasma glucose level remained
almost unchanged in comparison with the other tests
(with the exception of the AST). Our data shows, that
after administering 40 g of pure whey proteins (i.e.
performing OWT), the iIAUC/min for postprandial plasma
glucose level (0.30 mmol/l) was comparable with the
iAUC/min after

arginine (0.23 mmol/l), which is an important feature of

intravenous administration of 5g

disorders. However, we observed different values for the
iAUC/min C-peptide response. Whey proteins alone
stimulated C-peptide secretion to a higher iAUC/min
(0.46 nmol/1; p<0.05) than arginine (0.24 nmol/l).

Whey proteins alone are therefore able to
increase C-peptide secretion more than the stimulated
plasma glucose level indicates which is consistent with
the findings of Nilsson et al. (2004). Nilsson et al. (2004)
further demonstrated that the major reason for the
C-peptide secretion increase seems to be the activation of
incretin  hormones (glucose-dependent insulinotropic
polypeptide (GIP), and glucagon-like peptide-1 (GLP-1);
together with the actual rise of plasma amino acid
concentrations (especially BCAA), that could have a
direct effect on insulin secretion of beta-cells.

Results of this study also showed that whey
proteins administered in combination with glucose (as in
case of OWGT) stimulated the highest iAUC/min
C-peptide response of all tests. OWGT thus preferentially
assessed the total C-peptide response of all tests in
healthy individuals, while the iAUC/min of glucose
concentrations were significantly reduced compared with
results using an equivalent amount of glucose. Decreases
in plasma glucose concentrations associated with OWGT
are a direct physiological consequence of hyper-
1963), which causes the
in peripheral tissues and

insulinemia (Floyd et al
consumption of glucose
reduction of endogenous glycogenolysis, resulting in
increased glycogen concentrations to avoid hypoglycemia
(Gannon and Nutall 2010).

In summary, we examined the properties of
whey proteins as a C-peptide secretagogue using
established C-peptide stimulation tests. Whey proteins
total
concentration, without increasing postprandial plasma

alone  consistently  increased C-peptide
glucose levels. Forty grams of whey proteins combined
with 72.6 g of glucose induced total C-peptide secretion
that was 36 % higher than an equivalent amount of
glucose, while maintaining significantly lower levels of
plasma glucose. Results of this study suggest that both
dietology and C-peptide secretion testing might take

advantage of the unique property of whey proteins.
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KASEINY A SYROVATKOVE PROTEINY
JSOU FYZIOLOGICKYMI STIMULY
INZULINOVE SEKRECE

CASEIN AND WHEY PROTEINS ARE THE PHYSIOLOGICAL
STIMULI OF THE INSULIN SECRETION

ELENA WILDOVA, MICHAL ANDEL

Centrum pro vyzkum diabetu, metabolismu a vyZivy 3. [ékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze,
2. interni klinika Fakultni nemocnice Krdlovské Vinohrady a 3. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze

SOUHRN
Hlavni mlé¢né proteiny — kaseiny a syrovatkové proteiny — jsou vysoce kvalitni bilkoviny, jejichz podani vyvolava inzulinovou
sekreci, aniz by vedlo k vzestupu postprandialni glykémie. Pfedpokladd se, Ze inzulinovou sekreci zvysuji pfimym ucinkem
nékterych zejména vétvenych aminokyselin na 3-bunku Langerhansovych ostrivka pankreatu spolu s aktivaci inkretinovych
hormonu. Pro rozdilné slozeni, trdveni a vstiebavani aminokyselin dosahuji syrovatkové proteiny ve srovnanis kaseiny vyssiho
inzulinotropniho efektu.
Klicova slova: syrovatkové proteiny, kaseiny, stimulovana inzulinové sekrece, zdravi jedinci

SUMMARY
Major milk proteins — casein and whey proteins — are high-quality proteins with unique insulinotropic property that do not
increase postprandial blood glucose upon administration. It is believed that these proteins increase insulin secretion by both
a direct effect of particulary branched chain amino acids on -cell of islets of Langerhans in pancreas and also by activation of
incretin hormones. However, due to a different amino acid profile and digestion, whey proteins achieve higher insulinotropic
effect in comparison with casein proteins.
Key words: whey proteins, casein proteins, stimulated insulin secretion, healthy individuals

Uvob

U zdravych jedinctl bylo prokazano, ze podani kravské-
ho mléka a mlé¢nych vyrobkl vede k vyssi stimulované in-
zulinové sekreci, nez by odpovidalo jejich obsahu sacharid(
(Ostman et al., 2001). Z tohoto hlediska byly zkoumany nesa-
charidové slozky mléka a bylo zjisténo, Ze se pravdépodobné
jedna o vliv hlavnich mlé¢nych protein(. Ve studii Nilssona et
al. (2004) byly syrovatkové proteiny oznaceny za nejvyznam-
néjdi inzulinova sekreatogoga v porovnani s tcinkem stejné-
ho mnozstvi ostatnich Zivocisnych ¢i rostlinnych proteind.
To, Ze proteiny, peptidy ¢i aminokyseliny jsou fyziologicky-
mi stimuly inzulinové sekrece u zdravych jedinc(, je zndmo
uz od druhé poloviny minulého stoleti (Floyd et al., 1966).
Floyd et al. (1966) ve své praci dale poukdzal i na fyziologic-
ky vliv proteind na hladinu postprandialni glykémie, kterou
vyznamné nezvysuji, ale nevedou ani k hypoglykémii. Nic-
méné to, ze podani odlisnych davek a typl proteint ¢i jejich
metabolith vede k rdzné velké inzulinové odezvé, ukazal az

Nilsson et al. (2004) a po ném i Veldhorst et al. (2009) a Pal
a Ellis (2010).

Tato prehledovd prace se zaméfuje na dosavadni poznat-
ky fyziologického inzulinotropniho ucinku hlavnich mlé¢-
nych protein na B-bunku Langerhansovych ostrivkd pan-
kreatu.

STIMULOVANA INZULINOVA SEKRECE
U ZDRAVYCH JEDINCU

Inzulinova sekrece B-bunkou Langerhansovych ostrivka
pankreatu je komplexni fyziologicky proces zahrnujici integ-
raci a interakci nékolika mechanizmd. Hovofime jednak o tr-
valé tzv. bazaIni inzulinové sekreci a jednak o stimulované
sekreci (Bagdade et al.,, 1971), kterd je dana odpovédi na po-
dany stimulus (obr. 1).

Mechanizmy vedouci ke stimulované inzulinové se-
kreci se po peroralnim stimulu promitaji do dvou fazi in-
zulinové sekrece. Hovofime o takzvané ¢asné a pozdni
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Obr. 1: Zjednodusené schéma tii fazi (cefalické, gastrointestinalni a substratové) nutrienty stimulované
inzulinové sekrece po podani kasein( a syrovatkovych protein(i na Urovni 3-bunky.

Stimulatory: acetylcholin (ACh), vazoaktivni intestinal

ni polypeptid (VIP), gastrin uvolnujici peptid (GRP),

polypeptid aktivujici pituitarni adenylatcyklazu (PACAM), glukézo-dependentniinzulinotropni polypep-
tid (GIP) a glukagonu podobny peptid-1 (GLP-1). Signalni drahy zprostfedkované proteinkinazou C (PKC),
inositol-1,4,5-trifosfatem (IP3), proteinkinazou A (PKA) a cyklickym adenosinmonofosfatem (cAMP) jsou

presnéji popsany v textu.

fazi stimulované inzulinové sekrece (Curry et al., 1968).
Casna faze je dana uvolnénim preformovanych inzulino-
vych granul a trvd do 15—-30 minut po podani stravy. Je
zprostiedkovana dvéma castecné se prekryvajicimi faze-
mi — cefalickou (Gautam et al.,, 2006) a gastrointestinalni
(Roberge et al.,, 1996). Nasledujici pozdni faze inzulinové
sekrece trva do 2—3 hodin po podani stravy. Je ddna uvol-
nénim nové syntetizovaného inzulinu a je zprostfedkova-
na pokracovanim cefalické a gastrointestinalni faze a pre-
devsim Ucinkem substratové faze (Rehfeld a Stadil, 1973).

CEFALICKA FAZE STIMULOVANE INZULINOVE SEKRECE

Cefalicka faze inzulinové sekrece vznika prostrednic-
tvim reflexniho oblouku pres nadprahové stimulace zra-
kovych, ¢ichovych a chutovych receptorl (pfehled Ber-
thoud et al., 1981; Ahrén a Holst, 2001; D’Alessio et al.,
2001) pred a pfi podani kazdého potravniho stimulu,
tedy i kaseinu ¢i syrovatkovych protein(. Podileji se na ni
cholinergni a non-cholinergni mechanizmy autonomni-
ho nervového systému (Ahrén a Holst, 2001).

CHOLINERGNI MECHANIZMY INZULINOVE SEKRECE

Cholinergni neboli acetylcholinem (ACh) aktivované
mechanizmy zpUsobuji exocytézu preformovanych inzuli-
novych granul z 3-buriky zvySenim koncentrace intracelu-
larniho vapniku ([Ca?*]i). Toho je v zdsadé docileno dvéma
zplsoby — uvolnénim vapenatych iontl z endoplazmatic-
kého retikula B-bunky a jejich vzestupem z extraceluldrni-
ho prostoru napétové zavislymi vapnikovymi kandly.

Gilon a Henquin (2001) ve své prehledové praci uvadé-
ji, Ze k uvolnéni vapenatych iontl do cytoplazmy burnky
dochazi vazbou inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3) na ligandem

fizené vapnikové kanaly endoplazmatického retikula. 1P3
vznikd ucinkem fosfolipazy C (PLC) na membranovy fosfo-
lipid fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2). PLC je aktivovana
vazbou ACh na muskarinovy receptor M3 spfazeny s regu-
la¢nim Gq proteinem. Dalsi navyseni [Ca**]i zplsobuje spus-
téni signaliza¢ni drahy zprostfedkované proteinkindzou C
(PKC), ale pfesné mechanizmy této drahy dosud nejsou zce-
la zndmé.

Plvodné extraceluldrné lokalizované vapenaté ionty se
dostavaji do B-buriky dvéma mechanizmy. Dle vyse zminé-
nych autor(l dochazi k tzv. kapacitné podminénému vstupu
iontd do bunky pres napétové nezavislé vapnikové kanaly
jako reakce na pokles koncentrace vdpenatych iontd v en-
doplazmatickém retikulu. Druhy mechanizmus je dén vaz-
bou ACh na M3 receptor s ndslednym otevienim sodikovych
kanalu, depolarizaci plazmatické membrany s otevienim na-
pétové zavislych vapnikovych kanald. Bylo vsak zjisténo, ze
tento mechanizmus je aktivovan az po depolarizaci mem-
brany na glukéze zavislych mechanizmech inzulinové sekre-
ce, tedy v pfitomnosti tzv. stimula¢nich hladin plazmatické
glukézy nad 7 mmol/l (Gilon a Henquin, 2001).

NON-CHOLINERGNI MECHANIZMY INZULINOVE SEKRECE

Pojem non-cholinergni mechanizmy je oznaceni pro me-
chanizmy zprostfedkované neuropeptidy uvolnéné spolec-
né s ACh z nervovych zakonceni. Patfi mezi né vazoaktivni
intestinalni polypeptid (VIP), gastrin uvoliujici peptid (GRP)
a polypeptid aktivujici pituitarni adenylatcyklazu (PACAM).

VIP a PACAM pusobi pfes vazbu na specifické receptory
spfazené s G-proteinem aktivujici proteinkindza A (PKA)-de-
pendentni signaliza¢ni drahu, kterd bude popséna nize (Ja-
men et al., 2002). Na my3sim modelu bylo zjisténo, Ze vazbou
GRP na specificky receptor je aktivovdna PKC-dependentni
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metabolicka cesta vedouci k inzulinové sekreci (Gregersen
a Ahrén, 1996). U¢inek viech zminénych neuropeptidd je ze-
silen pfi soucasné aktivaci na glukéze zavislych mechanizmd
(Ahrén a Holst, 2001).

(GASTROINTESTINALNI FAZE STIMULOVANE INZULINOVE SEKRECE

Ve své praci popsal Nauck et al. (1986) uzky vztah mezi in-
kretinovymi hormony a inzulinovou sekreci po peroralnim
stimulu. V 80. letech minulého stoleti bylo dale zjisténo, ze
podil uc¢inku glukézo-dependentniho inzulinotropniho po-
lypeptidu (GIP) a glukagonu podobnému peptidu-1 (GLP-1)
(Ebert a Creutzfeldt, 1987) k inzulinové sekreci je vice nez
50 % z pohledu celkové nutrienty zprostfedkované inzulino-
vé sekrece po podani peroralniho stimulu (prehled Burcelin
et al,, 2007). Tato faze inzulinové sekrece se oznacuje jako
faze gastrointestinalni.

Uvolnéni GIP z K bunék proximalni ¢asti tenkého stfeva
a GLP-1 zL bunék distalni ¢asti tenkého stfeva se miize usku-
te¢nit jednak pfimym ucinkem nutrientl (pfehled Druc-
ker, 1998) nebo nepfimym mechanizmem pfes hormonal-
ni ¢i nervovou stimulaci (Rocca a Brubaker, 1999). V soucas-
né dobé je ale stdle mnoho nejasnosti ohledné presnych
mechanizm nutrienty stimulované sekrece inkretinovych
hormon(. Souc¢asné poznatky naznacuji, Ze aminokyseliny,
dipeptidy a tripeptidy vzniklé travenim kaseinl a syrovat-
kovych proteind v tenkém stfevé mohou byt pfimymi sti-
muly endokrinnich bunék stfeva secernujicich inkretinové
hormony, coz bylo dolozeno silnou korelaci mezi vzestu-
pem inkretinovych hormonud a pfitomnosti smési nékte-
rych esencialnich aminokyselin (leucinu, isoleucinu, lysinu,
threoninu a valinu) v plazmé (Nilsson et al., 2004; Salehi et
al, 2012). In vitro byla zjisténa stimulace GLP-1 i neesencidln{
aminokyselinou — glutaminem (Reimer et al., 2004).

Rozdily ve schopnosti stimulovat inkretinové hormony
byly poprvé popsany mezi kaseiny a syrovatkovymi proteiny
v praci Hallové et al. (2003). U zdravych jedinct byly proka-
zany vyssi plazmatické hladiny obou inkretinovych hormont
po podani syrovatkovych proteinli v porovnanis vysledky po
podani kasein(. Kaseiny vyvolaly stejnou plazmatickou hladi-
nu inkretinovych hormont jako peroralné podana glukéza.
Studie Nilssona et al. (2004) a dale Salehiho et al. (2012) uka-
zuji na vyznamné zvyseni pfedevsim hladin GIP v porovnani
s hladinou GLP-1 po podéni syrovétkovych protein(i u zdra-
vych jedinct. Od 70. let minulého stoleti se vysvétlovaly zvy-
$ené plazmatické hladiny GIP pouze pfitomnosti aminokyse-
lin v zaZivacim traktu (Thomas et al., 1976), ale od roku 2006,
kdy byla publikovand studie Gunnarssona et al., se pfedpo-
kldda, Ze v proximalni ¢asti tenkého streva plsobi dipeptidy
a/nebo tripeptidy vzniklé travenim syrovatkovych protein(
jako inhitory enzymu dipeptidylpeptidazy IV (DPP-4), ¢imz je
zabranéno ¢asnému rozkladu GIP s prodlouzenim jeho inzu-
linotropni aktivity. V distaIni ¢asti tenkého streva je viak jejich
efekt minimalni (Gunnarsson et al., 2006).

MECHANIZMY INZULINOVE SEKRECE
ZPROSTREDKOVANE INKRETINOVYMI HORMONY

Oba inkretinové hormony zvy3uji inzulinovou sekreci vaz-
bou na spolec¢ny specificky membranovy receptor spfazeny

s G-proteinem za pfitomnosti stimula¢nich hladin glykémie
(pfehled Baggio a Drucker, 2007). Inzulinovou sekreci zvy3Su-
je [Ca*]i vcetné interakce s reguldtory exocytézy inzulino-
vych granul.

Inkretinové hormony mohou zvy3ovat [Ca?']i z vnitinich
i zevnich zdrojl predevsim pres aktivaci PKA-dependentni
a v mensi mife PKA-independentni signdini drahy (viz nize).
Dle pfehledové prace Kima a Egana (2008) je PKA aktivovana
cyklickym adenosinmonofosfatem (cAMP), ktery vznikd akti-
vaci adenylatcyklazy (AC) po vazbé inkretinovych hormonl
na membranovy receptor. PKA-dependentni signdlni drdha
zvy3duje [Ca?']i pfes IP3 a soucasné i otevienim napétové za-
vislych vapnikovych kanald (pfehled Trnka a Andél, 2001).

Pfima regulace exocytdzy inzulinu méze byt dle studie
Kashimy et al. (2001) spusténa vznikem intraceluldrniho
komplexu proteint Epac, Epac Il, Rim2 a Rab3 v nezdvislos-
ti na aktivaci PKA, ale v zavislosti na cAMP. Tato drdha je tedy
oznacovana PKA-independentni signdini drdha a také vede
ke zvySené [Ca?']i uzavienim adenosintrifosfat-dependent-
nich kanalG (K, kanald).

Meyer a Habener (1993), stejné jako Wang et al. (2001), se
domnivaji, Ze inkretinové hormony mohou prostiednictvim
PKA-dependentni signalni dréhy (tedy za pfedpokladu pfi-
tomnosti zvysené [Ca*]i) regulovat i biosyntézu inzulinu ak-
tivaci transkrip¢nich faktord CREB (cCAMP-response element
binding protein) a PDX-1 (pancreatic and duodenal home-
obox-1).

SUBSTRATOVA FAZE STIMULOVANE INZULINOVE SEKRECE

Po podani hlavnich mlé¢nych proteinl je substratovd
faze inzulinové sekrece dana pfimym Gc¢inkem aminokyselin
na B-bunku. Podani jednotlivych aminokyselin nebo jejich
smési se lisi velikosti inzulinotropniho efektu. U zdravych je-
dincl je ¢asto hodnocena stimulovand inzulinovd sekrece
po podani aminokyselin v kombinaci s glukézou ve vztahu
k referenci — samotné glukéze. Bylo totiz zjisténo, Ze celkovy
efekt kombinace aminokyselin/y a sacharidu na inzulinovou
sekreci je ddna souc¢tem Ucinku obou komponent. Jednd se
o takzvany nesynergicky efekt pozorovany u zdravych jedin-
cl (Rabinowitz et al., 1966).

V 60. letech minulého stoleti bylo zjisténo, Ze perordlni
podani jednotlivych aminokyselin (leucinu), smési nékoli-
ka aminokyselin (argininu, fenylalaninu, lysinu) nebo smési
vice aminokyselin (argininu, fenylalaninu, histidinu, isoleu-
cinu, leucinu, lysinu, methioninu, threoninu, tryptofanu, va-
linu) mdze u zdravych jedincd vést k vyznamné inzulinové
sekreci (Floyd et al., 1966). Z prehledové prace Gannonové
a Nuttalla (2010) vyplyva, Ze nékteré jednotlivé podané ami-
nokyseliny (alanin, arginin, fenylalanin, glutamin, glutamo-
va kyselina, glycin, isoleucin, leucin, lysin a prolin) jsou po-
vazovany za inzulinova sekretagoga u zdravych jedincl. Ze
zminénych aminokyselin byla pozorovana nejvy3si inzulino-
va sekrece po podani fenylalaninu a glycinu. Studie van Loo-
na et al. (2000) ukazuje, Ze nejvétsiho inzulinogenniho efek-
tu Ize dosahnout po podéni kombinace argininu, fenylalaninu
a leucinu. Studie Calbeta and MacLeana (2002) ukazuje uzky
vztah mezi plazmatickou koncentraci pfedevsim argininu, fe-
nylalaninu, isoleucinu, leucinu a valinu. Studie Nilssona et al.
(2004) a Petersena et al. (2009) ukazuje predevsim vliv smési

DMEV « ROCNIK 16 + 2013 « CiSLO 3

181




—— Vyziva

500 A syrovatkové proteiny
= ] ® kaseiny
S 400-
- A
S= 3004
e
& E
S= 2004 ¢
= 1@ - A
S 1004 AxA
1 *
0 1 1 | 1 | | | 1
0 60 120 180 240 300 360 420
¢as [min]

Obr. 2: Rozdilné hladiny plazmatické koncentrace leucinu v case po podani 30 g kaseinl a syrovatko-
vych proteind, signifikantni rozdily na hladiné vyznamnosti 0,05 jsou oznaceny hvézdickou (¥), n = 16
zdravych dobrovolnikl (upraveno z Boirie et al., 1997).

vétvenych esencidlnich aminokyselin (isoleucinu, leucinu
a valinu) a dale lysinu a threoninu na inzulinovou sekreci po
podani syrovatkovych proteind.

Rychlost postprandidlniho vzestupu a délka setrvani vy-
soké aminokyselinové koncentrace v plazmé se lisi mezi ka-
seiny a syrovatkovymi proteiny. Tento rozdil je dan odliSnym
tradvenim a vstiebavanim obou hlavnich mlé¢nych protei-
nd. Kaseiny, ¢tyfi heterogenni fosfoproteiny (aS1, aS2, {3, k)
(Ausar et al., 2001), jsou organizovany do submiceldrni a na-
sledné micelarni struktury oznacované jako kaseinova mice-
la. Tato struktura se srazi a nasledné hydrolyzuje v zaludkuy,
kde pretrvavé delsi dobu nez syrovétkové proteiny. Vlastni
vstiebavani aminokyselin, dipeptidl a tripeptidi po poda-
ni kaseind tak probiha az v tenkém stfevé. Z tohoto divodu
dochazi po podani kaseint k pomalému vzestupu a delSimu
zvydeni hladin aminokyselin v plazmé ve srovnani se syro-
vatkovymi proteiny (Boirie et al., 1997; Hall et al., 2003). Glo-
buldrni syrovéatkové proteiny, majoritné zastoupené a-lak-
talbuminem a B-laktoglobulinem, jsou v Zaludku Stépeny
jiz pfimo na kratsi polypeptidy, oligopeptidy a aminokyseli-
ny, které se uz zde mohou dostat vstfebavanim do krevniho
obéhu. Snazsi trdveni syrovatkovych proteind vede i k jejich
rychlejSimu vstfebéavani. Jinymi slovy syrovétkové proteiny
jsou rychleji traveny, vstiebavany a vedou k celkové vy3sim
hladindam plazmatické koncentrace aminokyselin s krat$im
¢asovym plsobenim (obr. 2) ve srovnani s kaseiny (Boirie et
al., 1997; Hall et al., 2003).

Kromé odlisné fyziologie traveni je udavan i odlisny pri-
mérny obsah aminokyselin a jejich odlisné plazmatické hla-
diny mezi obéma hlavnimi mlé¢nymi proteiny (tab. 1). Po
podani syrovatkovych proteinG byly déle zjistény vysoké
plazmatické hladiny esencidlnich aminokyselin (pfehled Ha
a Zemel, 2003; Hall et al., 2003). Zda se, Ze pravé bohaté za-
stoupeni vétvenych aminokyselin (isoleucinu, leucinu a va-
linu) je pravdépodobné spojeno s vyssimi hladinami inkre-
tinovych hormont a tedy i vy3si inzulinovou sekreci (obr. 3)
v porovndni s kaseiny (Nilsson et al., 2004).

MECHANIZMY INZULINOVE SEKRECE
ZPROSTREDKOVANE LEUCINEM

Vy33i inzulinogenni efekt je pfipisovdn smési aminokyse-
lin nez jednotlivym aminokyselindm (Floyd et al., 1966; Nils-
son et al., 2004; pfehled Gannon a Nuttall, 2010), ale jejich
presné mechanizmy dosud nejsou zcela prostudované. Z to-
hoto hlediska se zaméfime na popis mechanizmU po podani

Tab. 1: Priimérny obsah aminokyselin (AMK) ve 100g kasein( a syrovat-
kovych proteinti podanych ve studii Nilsson et al., 2004.

AMK Sy;?:?;i]:lc;ve kaseiny
(mg) (mg)
Asp 1848 1249
Thr 1268 665
Ser 1005 1033
Glu 3024 3635
Pro 1148 1823
Gly 395 368
Ala 1053 368
Val 1725 1195
Ile 1016 798
Leu 1764 1652
Tyr 549 963
Phe 652 882
Lys 1596 1414
His 381 522
Arg 437 557
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Obr. 3: Primérné zmény sérové hladiny inzulinu ve vztahu k la¢né hladiné po podani 18,2 g kasein( a sy-
rovatkovych proteind, n = 12 zdravych dobrovolnik, statisticky vyznamné rozdily nebyly zjistény (upra-

veno z Nilsson et al., 2004).

pouze jedné esencidlni aminokyseliny — leucinu, ktery je
prokazanym silnym inzulinovym sekretagogem (Floyd et al.,
1966).

Leucinem zprostfedkované mechanizmy inzulinové se-
krece jsou ojedinélé oproti ostatnim aminokyselindm tim, ze
se uplatniuji i pfi nizkych hladinach glykémie — stejné jako
tomu pravdépodobné je i u bazalni sekrece inzulinu (Fajan
et al,, 1963; Floyd et al., 1966; Gao et al., 2003). V zdsadé se
jedna o dvé kooperujici cesty — pres alfa-ketoisokaprodt
(KIC) a pres aktivaci glutamatdehydrogendzy (GDH) (Gao
etal,, 2003).

Obé signalni drahy se podili na oxidativnim metabolizmu
v mitochondriich B-buriky za vzniku ATP, které uzaviraji K*, |
kandly a vede ke zvyseni [Ca*]i z extracelularniho prostoru
(prehled Henquin et al., 1994). KIC déle zvy3uje koncentraci
kyseliny arachidonové a aktivuje PKC-dependentni signdini
drdhu (MacDonald et al., 2008).

Leucin se spolu s ostatnimi vétvenymi esencialnimi ami-
nokyselinami déle Gcastni i biosyntézy inzulinovych granul
(Hara et al.,, 1998). Leucin zvysuje aktivitu transla¢nich regu-
latord v mitochondriich pres serin/threonin kindzu (mTOR)-
dependentni a independentni signalni drahu za fyziologic-
kych koncentraci plazmatické glykémie (Xu et al., 2001).

ZAVER

Hlavni mlé¢né proteiny — kaseiny a syrovatkové protei-
ny — stimuluji inzulinovou sekreci, aniz by jejich podéni ved-
lo k vyznamnému vzestupu postprandidlni glykémie. Syro-
vatkové proteiny zvysuji inzulinovou sekreci predevsim
snadné&jsim travenim a rychlym vstfebdvénim z gastroin-
testindlniho traktu (Boirie et al., 1997) v porovnani s ka-
seiny u zdravych jedinc(. Z tohoto dlvodu by mélo byt ci-
lem dalsiho vyzkumu sledovat vliv dlouhodobého podavani

syrovatkovych protein{i na regulaci glykémie jak u zdravych,
tak u nemocnych jedinct.
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ZNALOSTI O VYZNAMU GLP-1
ZMENILY MOZNOSTI LECBY DIABETU,
JEJICHVYUZITi VSAK MUZE BYT
MNOHEM SIRSI

KNOWLEDGE ABOUT GLP-1 BASED THERAPIES
CHANGED THE POSSIBILITIES OF DIABETES TREATMENT,
BUT ITS USE COULD BE MUCH BROADER

MICHAL ANDEL, ELENA WILDOVA, ADELA BOJAROVA, PAVEL DLOUHY, PAVEL KRAML

Centrum vyzkumu diabetu, metabolizmu a vyZivy, 2. interni klinika FNKV
a 3. LF UK a Ustav vyzZivy 3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze

SOUHRN
GLP-1, hormon ze skupiny inkretin(, je po potravovém stimulu vyplavovéan z L-bunék, lokalizovanych predevsim v distalnich
Castech tenkého stieva a v colon ascendens. GLP -1 piedstavuje silny podnét pro sekreci inzulinu z pankreatickych 3-bunék.
Ma velmi kratky polocas, protoze je brzy po vyplaveni ze stfeva degradovdan pomoci enzymu dipeptidilpeptidazy 4 (DPP-4).
Inhibitory DPP-4 a analoga GLP-1 predstavuji zakladni dvé skupiny [ékd vyuzivajicich inkretinovy princip. Na trh byly
uvedeny v poslednich 3-4 letech. Vyznamné jsou vSak Ucinky na GLP-1 na kardiovaskuldrni systém: maji pozitivné inotropni
efekt a prispivaji k ochrané endotelu. U hlodavci byla po GLP-1 popsana vétsi regenerace Langerhansovych ostravkd.

V centrdlnim nervovém systému vede GLP-1 v experimentu zvifat k zlep3eni uceni a k zlepseni stavu i histologického nalezu
u experimentalnich zvifat s modely Alzheimerovy choroby ¢i Huntingtonovy chorey. Tyto nalezy davaji nadéji i na uziti
inkretinové |é¢by mimo oblast diabetologie.

Kli¢ova slova: inkretinova terapie diabetes mellitus 2. typu, GLP-1, kardiovaskularni G¢inky, Gc¢inky na centrdIni nervovy systém

SUMMARY
GLP-1, the incretin family hormone is produced after a meal stimulus by L-cells which are localized predominantly in distal ileum
and ascendent colon. GLP-1 is a strong agent stimulating insulin secretion from the pancreatic {3 cells. Its plasma halftime is very
short due to its early degradation by dipeptidylpeptidase 4 (DPP-4). DPP-4 inhibitors and GLP-1 analogues represent two groups
of incretin based antidiabetic drugs which appeared on the pharmaceutical market some 3-4 years ago. Item of importance is
the GLP-1 impact on cardiovascular system: positive cardiac inotropic effect and protective effect on arterial endothelium. In
rodents, increased islet cell regeneration has been observed after GLP-1 administration. Experiments in animal model further
documented a GLP-1 effect on the central nervous system: increased learning ability or improved clinical status as well as
histological findings in Alzheimer’s disease or Huntington’s chorea. These observations give hope for the use of incretin based
therapy not only in diabetes.
Key words: incretin based therapy of type 2 diabetes mellitus, GLP-1, cardiovascular effect, central nervous system effect

Uvob: ob GLUKAGONU KE GLP-1 po druhé svétové valce byl popsan enteroglukagon (Suther-
land a De Duve, 1948).V roce 1959, kratce po objevu princi-
Paul Langerhans popsal ve své doktorské praci vyskyt do  pu radioimunoeseje (RIA) pro inzulin a prvni RIA vibec, pub-

té doby nezndmych ostrivk(l v pankreatu v roce 1869 (Lan-  likoval Roger Unger Uspe$né provedeni RIA pro glukagon.
gerhans, 1869). Po témér 40 letech nalezl Lane uvnitf ostrdv- Je zcela pochopitelné, Ze inzulinu jako hormonu, jehoz
ka 2 typy bunék, které bychom nyni popsali jako aa 3 (Lane, nedostatek je spojen s diabetem 1. typu a nesubstituovan
1907). Zahy po fenomendalnim objevu inzulinu byl jiz v roce  vede ke smrti, byla vZdy vénovéna nesrovnatelné vétsi po-
1923 objeven glukagon (Murlin a Kimbal, 1923). Kone¢né, zornost nez dalsim hormonim Langerhansovych ostrivkd.
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To ma fadu praktickych, teoretickych i lidskych dévodd. In-
zulin doslova zachrafuje zZivoty. Je aplikovan jen v nadi zemi
u vice nez statisice lidi. Inzulin stoji v plejadé anabolickych
hormontd téméf osamocen a mezi ostatnimi anabolickymi
hormony a signdly zcela jisté na Spicce hory. Oproti tomu
glukagon je jen jednim z mnoha katabolicky pusobicich
hormond, byt v oblasti metabolizmu ma témér vysadni po-
staveni.V terapii se dlouho uzivad injek¢ni glukagon jako prv-
ni pomoc u hypoglykémie tehdy, kdy jiz neni mozné podat
peroralné sacharidy ¢i intravenézné glukézu.

Zatimco deficit inzulinu jasné vede k diabetu, deficit glu-
kagonu, byt existuje napfiklad ruku v ruce s deficitem inzuli-
nu u pankreatickych diabet(, neni v klinické praxi vyznamny.
U dospélych nejsou izolované deficity glukagonu popisova-
ny a konecné izolovany deficit a-bunék Langerhansovych
ostravkl je zalezZitosti extremné vzacnych, ale fatalnich no-
vorozeneckych hypoglykémii. Kone¢né inzulinom, nador vy-
chazejici z 3-bunék ostrivkd, neni Uplnou vzacnosti, oproti
tomu glukagonom je raritou. O podcenovani glukagonu
nejlépe svéddi citdt ze znamé Weissbeckerovy némecké
ucebnice fyziologie vydané na pocatku sedmdesatych let
(Weissbecker, 1973):

.V Langerhansovych ostrivcich se tvori dva hormony:
v B-bunkdch Zivotné duleZity hypoglykemizujici inzulin
a v a-burikdch biologicky a Zivotné bezvyznamny hypergly-
kemizujici glukagon.”

O glukagonu bylo jiz v sedmdesatych letech dobfe zna-
mo, ze kromé vyse uvedenych ucinkd na energeticky me-
tabolizmus také tlumi motilitu Zaludku, snizuje pocit hladu
a v myokardu pusobi pozitivné inotropné. Jiz tehdy byly
také dlouhou dobu znamy ndlezy o stfevnim glukagonu
- enteroglukagonu a o glucagon-like peptidu-1. Pfed tficeti
lety v3ak byly vétsinou tyto stfevni hormony povazovany za
méné dulezité a o jejich klicové roli pro sekreci inzulinu se
nevédélo.

Jeden z nestord evropského vyzkumu glukagonu, Bel-
gican Pierre Lefébvre v roce 1983 uvedl mezi divody, které
vedou k podcenovani glukagonu: ,Na rozdil od inzulinu, je-
hoz struktura, vlastnosti a byly perfektné rozpracovdny v pio-
nyrskych pracich Sandera a jejich spoluporacovnikd, ,prestiz”
glukagonu je zatizena jeho pribuzenstvim s tzv. glukagonu-
podobnymi imunoreaktivnimi Idtkami (glucagon-like imuno-
reactive substancies), ¢cimz se rozumi skupina nedokonale de-
finovanych imunologicky podobné se chovajicich polypeptidd,
které jsou pfitomny ve stfevé, pankreatu a nékterych dalsich
orgénech.” Proto také dle Lefébvrea je glukagon tim chudym
pfibuznym, parent pauvre.

Tak jeden z evropskych nestort vyzkumu glukagonu ne-
docenil vyznam faktoru, ktery se nyni terapeuticky uplatriiuje
pfi ovlivnéni sekrece inzulinu, totiz stfevniho GLP-1. To v3ak
je jiz dalsi historie, ktera zZije svym vlastnim Zivotem.

Glukagon (prehled Andél a Klimes, 1986) je proteohor-
mon produkovany v o-burikdch Langerhansovych ostravkd,
ktery se sklada z 29 aminokyselin, jeho struktura je shodna
u lidského, hovéziho, veprového, velbloudiho, krali¢iho a kry-
siho hormonu. Struktura glukagonu je podobna strukture
vasoaktivniho intestinalniho polypeptidu (VIP) a GIP. C-ter-
mindlni ¢ast molekuly glukagonu je primarné zodpovédna
za vazbu na receptor, N-terminadlni ¢dst molekuly a snad i jeji
centrdlni ¢ast zodpovida za vazbu na receptor a za aktivaci
adenylové cyklazy.

Mezi hlavni metabolické ucinky glukagonu patfi vzestup
plazmatickych hladin volnych mastnych kyselin, vzestup gly-

kémie a pokles plazmatickych triacylglycerol(. V myokardu
ma glukagon pozitivniinotropni efekt.V gastrointestinalnim
traktu tlumi motilitu Zaludku a Zlu¢niku. Snizuje pocit hladu.
Z terapeutickych nadéji, které se tykaly pouziti glukagonu
v klinické mediciné, zdstal glukagon jako dlezity terapeu-
ticky prostfedek u diabetikl s poinzulinovou hypoglykémii,
pokud neni moznd peroralni dodavka sacharézy nebo in-
travendzni podani glukézy. 1 mg subkutanniho glukagonu
pfi hypoglykémii tak pfedstavuje jeho soucasnou klinickou
indikaci. Ostatni indikace, u kterych uziti glukagonu pred-
stavovalo extenzi jeho fyziologickych vlastnosti, se neujaly.
O jeho podani se uvazovalo pfi srde¢nim selhani, u obezity
s cilem snizeni chuti k jidlu ¢i u akutni pankreatitidy (prehled
Andél, Klimes et al., 1986).

INKRETINOVY PRINCIP

Tento jev spociva na prekvapivém zjisténi, Zze vzestup
plazmatické hladiny inzulinu je vy$3i po peroralnim, nez po
intravenéznim podani glukézy. Schopnost vyplavit inzulin
vice po peroralnim potravovém podnétu nez po podnétu
intraven6znim je pravé pficitdna gastrointestindlnim hor-
monUm, v soucasnosti predevsim tzv. inkretinllm. Pravé
stimulace sekrece inzulinu cestou inkretind, pfedevsim pak
GLP-1 je zodpovédna za prvni fazi stimulované postpran-
didlni sekrece inzulinu. Dochdzi k ni podstatné dfive, nez
k ostravkm mohou pfispét vstiebané Ziviny, dle soucas-
nych poznatkd zodpovédné za druhou fazi stimulované in-
zulinové sekrece (Nauck et al., 1986).

U¢inek inkretinG trvéa patrné tak dlouho, jak dlouho je
stfevo exponovano vstiebanym zivindm, tedy zhruba dvé
az tii hodiny. Inkretinovy G¢inek ma tak zdsadni roli v in-
zulinové odpovédi na potravovy podnét. Ackoliv je tento
poznatek zndmy témér Ctvrt stoleti, teprve pred deseti
lety se dostal k praktickému uziti jednak v terapii, jed-
nak pfi konceptudlnim uvazovéni o patogenezi diabetu
2. typu.

PRODUKTY PROGLUKAGONOVEHO GENU

Zéakladni genovy produkt spole¢ny glukagonu, GLP-1,
GLP-2 a dal3im proteinim exprimovanym v a-burnkach Lan-
gerhansovych ostrivk(, stfevu ¢i mozku je proglukagon
(obr. 1). Jeho enzymatickym $tépenim prohormondlini kon-
vertazou vznikaji vySe uvedené produkty. GLP-1, tedy glu-
kagon-like peptid-1 ma vice nez padesatiprocentni shodu
v aminokyselinové sekvenci s glukagonem.

Vlastni GLP-1 je ve stfevé produkovan v L-bunkach. Ty
jsou lokalizovany od duodena az po kolon, maximum je-
jich gastrointestindIni distribuce je v3ak v termindlnim ileu
a ordlnich ¢astech tlustého stieva.

V krevnim obéhu cirkuluje GLP-1 ve dvou zkracenych bio-
logicky ucinnych formach. Vétsinové, z 80 % se jedna o tzv.
7-36 amidovany produkt, zhruba 20 % tvofi 7-37 glycinovy
produkt. Jiz tyto formy GLP-1 jsou tvorfeny v L-burkach stre-
va Stépenim prohormonalni invertazou.

KINETIKA GLP-1

Hladiny GLP-1 nala¢no se u zdravych zpravidla pohybuji
v rozmezi mezi 5-10 pmol/l, postprandialné pak stoupaji na
zhruba trojnasobek téchto hodnot (Holst, 2007). Zd4 se, ze
sekrece GLP-1 je vSak mnohem vyssi, vétsi ¢ast je jiz zkonzu-
movdna ve stfevni mikrocirkulaci.
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Obr. 1: Produkty proglukagonového genu

Plazmaticky polocas GLP-1 je kraticky — zpravidla se
udavd, Zze 1-2 minuty (Visbol et al., 2003). K jeho degradaci
dochazi stépenim dipeptidylpeptidazou-4 (DPP-4), na frag-
ment GLP-1 9-36, ktery jiz neni inzulinovym sekretagogem.
Kromé stépeni GLP-1 pomoci DPP-4 jsou popisovany i dalsi,
zfejmé méné vyznamné cesty jeho degradace, jako napfi-
klad stépeni neutralni endopeptiddzou. Termindlni proceso-
vani GLP-1 a nasledné vylouceni pak probihd v ledvinéch.

DIETNI FAKTORY oVLIVNUJici SEkRecl GLP-1

Mezi Ziviny, nejvice fyziologicky potencujici sekreci GLP-1,
patfi sacharidy. Méné jiz podporuji sekreci zakladni slozky rost-
linnych a Zivocisnych tukd. Bylo prokazano, Ze oleje s mo-
noenovymi mastnymi kyselinami zvy3uji sérové hladiny
GLP-1 vice neZ saturované mastné kyseliny i triacylglyceroly
(Thomsen et al., 1999; Beysen et al., 2002). Jinymi slovy - oli-
vovy olej zvysuje hladiny GLP-1 vice neZ maslo.V experimen-
tu bylo prokazano, Ze zlu¢ové kyseliny zvysuji sekreci GLP-1
cestou receptoru TGR5 (spojeného s G proteinem) u mysich
enterokrinnich bunéénych linii STV-1. Potravni stimulace
zvy3uje krevni hladinu GLP-1 bifazicky: k prvni fazi vzestupu
dochazi 5-15 minut po poziti potravy, druhd ma vrchol poz-
déjsi, za 30-60 minut po jidle (prehled Holst, 2007).

Protein je obvykle povazovan za nejméné ucinny v sekre-
ciinkretint ze vech zédkladnich Zivin. Pfi studiu glykemické-
ho a inzulinemického indexu bylo u mléka a nékterych mléc-
nych vyrobk(l nalezeno, ze dochazi k neproporéné vyssimu
vzestupu inzulinémie, nez by odpovidalo obsahu sacharid(
(Ostman et al.,, 2001). Byl vysloven pfedpoklad, Zze vyrobky
obsahuijici syrovatku vedou k vétsimu vzestupu inzulinu,
nez by odpovidalo jejich obsahu sacharid(. Pfi podrobnéj-
i analyze vlivu mlé¢nych vyrobkl obsahujicich syrovatku
bylo zjisténo, Ze obsah syrovétky je faktorem, ktery zvysuje
jak sekreci inzulinu pomoci GLP-1, tak pomoci stimulujicich
predevsim vétvenych esencidlnich aminokyselin - leucinu,

isoleucinu a valinu (Fajans et al., 1967; Loon et al., 2000; Nils-
son et al.,, 2004). U diabetikd pridani syrovéatkovych proteind
k sacharidlim stimulovalo taktéz inzulinovou sekreci a snizilo
postprandialni glykémii (Frid et al., 2005). Pfi tom bylo naleze-
no, ze pravé po syrovatkovych proteinech dochazi ze viech
testovanych protein{i k nejvyssim vzestuplm sekreci inzulinu
stimulujicich aminokyselin, tedy leucinu, isoleucinu, valinu, ly-
sinu a threoninu (Fajans et al., 1967; van Loon et al., 2000).

Ucinky GLP-1 NA REGENERACI B-BUNEK
LANGERHANSOVYCH OSTRUVKU

GLP-1 m3, pfinejmensim v experimentu, protiapoptoticky
ucinek v B-bunikach Langerhansovych ostrlivk( pankreatu,
ktery je indukovany zvysenymi hladinami glukézy ¢i volnych
mastnych kyselin a jejich kombinacnim pUsobenim (Buteau
et al.,, 2004). Pfidéni GLP-1 do média snizilo buné¢nou smrt
B-bunék o 20 % (Buteau et al., 2004).

UCINKY NA MYOKARD A NA KARDIOVASKULARNI SYSTEM

V kardiomyocytech byty nalezeny receptory pro GLP-1
(Bullock et al.,1996). V experimentu u mysi s knockoutova-
nym receptorem pro GLP-1 byta nalezena jak horsi kontrak-
tilita levé komory srde¢ni, tak také diastolicka dysfunkce
(Gross et al., 2003). GLP-1 ma stejné jako glukagon pozitivné
inotropni Ucinky. To byto prokdzéno u pst s experimentalni
chronickou kardialni nedostate¢nosti (Nikolaidis et al., 2004)
i u pacientl s akutnim infarktem myokardu a poruchou sy-
stolické funkce Ié¢enych angioplastikou, u kterych doslo
po GLP-1 k vzestupu ejekéni frakce o 10 % (Nikolaidis et al.,
2004). Objevily se i navrhy pouzivat glucagon-like peptide-1
u pacientll s levostrannym srde¢nim selhanim. Je zajima-
vé, Ze podobné ndvrhy padaly i u glukagonu pfed vice nez
30 roky (prehled Andél a Klimes et al., 1986).
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U pacientl s diabetem 2. typu a ischemickou chorobou
srde¢ni zlepsil GLP-1 parametry endotelidlni dysfunkce (Nys-
trom et al., 2004).

PfestoZze GLP-1 méa na myokard obecné pozitivni ucinky,
nepredpokladdme v soucasné dobé jeho pourziti z hlediska
vyhradné kardiologické indikace. Kardiologické studie ex-
perimentalni i klinické vsak predstavuji dllezity podpurny
moment pfi rozhodovani o terapii zaloZzené na ucinku inkre-
tinQ.

Ucinky GLP-1 NA VYPRAZDNOVANI ZALUDKU
A NA ENERGETICKY PRIJEM

GLP-1 snizuje motilitu Zaludku a jeho vyprazdnovani. Sni-
Zuje také kyselou Zaludecni sekreci (Baggio a Drucker, 2007).
Tento Ucinek byt po aplikaci GLP-1 nalezen jak u stihlych, tak
u obéznich osob (Verdich et al., 2001). Pfi i.v. podani GLP-1
v davkach 0,4, 0,8 a 1,2 pmol/kg/min podanych 30 minut
pred jidlem s pokracovédnim po dobu 240 min byta nalezena
inhibice Zaludecniho vyprazdnovani, kterd korespondovala
s podanou davkou hormonu (Nauck et al., 1997). Celkova
data ziskana v deviti studiich v celkem 147 pozorovanich
prokazala, Ze infuze GLP-1 vedla k redukci ad libitum ener-
getického pfijmu v priiméru o 11,7 % (Verdich et al., 2001).
GLP-1 vede také k redukci pocitu sytosti, coz Ize ¢astecné
vysvétlit u¢inkem na motilitu zaludku, ¢aste¢né i ucinky dal-
$imi (Verdich et al., 2001).

Objevily se rovnéz zpravy o zrychlené adaptaci zbytku
tenkého stfeva po rozsahlé resekci po podani GLP-1.

UcINKY GLP-1 NA CENTRALNI NERVOVY SYSTEM

GLP-1 zvysuje pocit sytosti, snizuje chut k jidlu, snizu-
je prijem potravy, a tedy i pfijem energetickych substratd,
a u zvifecich model( vede k neuroprotekci a zlepseni u¢eni
a paméti (Turton, Bloom et al., 1996; Baggio a Drucker, 2007).
GLP-1 je syntetizovan i mozkovém kmeni a transportovan
podél axont do rliznych oblasti mozku, v¢etné hypotha-
lamu. Periferni podani GLP-1 vyznamné snizuje glukézovy
metabolizmus v hypothalamu a mozkovém kmeni u lidi (Al-
varez et al., 2005). Infuze agonisty GLP-1 receptoru exendinu
(5-39) vedla u krys ke sniZzeni neurotoxity navozené infuzi
3-amyloidu (Oka et al., 2000). Infuze exendinu u krys s mu-
taci genu pro Huntingtonovu chorobu také snizila mnozstvi
Huntingtonovych agregdtd v mozku a pankreatu. Dle auto-
rd je vsak otazkou, zda slo o piimé efekty pres receptor pro
GLP-1, nebo nepfimé ucinky cestou metabolického ovlivné-
ni (Martin et al., 2009). Exendin 4 v experimentu u dospélych
hlodavcl dale stimuloval neurogenezi v subventrikularni
z6né a indukoval zlep3eni ndlezu u experimentalni Parkin-
sonovy choroby (Bertilson et al., 2008). Z hlediska pfedpo-
klddané aktivity GLP-1 je zajimavé, Ze GLP-1 je promotorem
nervového rdstového faktoru u bunécné linie odvozené od
feochromocytomu u P 12 bunék (Perry et al., 2002). Nejen to:
GLP-1 sniZil endogenni hladiny beta-amyloidového peptidu
(Abeta) a chranil hippokampdlni neurony pfed smrti zpUso-
benou Abetou a Zelezem (Perry et al., 2003). Neuroprotektivni
ucinek GLP-1 je snad zprostfedkovan cestou antiapoptotic-
kych signalli ve specifickych neuronech (Perry et al.,, 2002).

Receptor pro GLP-1 byl nalezen jako dllezity v mecha-
nizmech uceni i v neuroprotekci (During et al., 2003). Sig-
nalizace receptoru GLP-1 v CNS zvysuje sekreci inzulinu
v B-bunkach ostriivkd, zvysuje svalovou periferni rezistenci

a usnadnuje tak ukladani glukézy do jaterniho glykogenu
(Knauf et al., 2005).

PRINCIPY TERAPIE DIABETU ZALOZENE NA INKRETINECH

Terapii diabetu zalozené na inkretinovém principu se
budeme zabyvat jen velmi stru¢né - neni zakladnim cilem
tohoto sdéleni a ostatné bylo o ni toho v poslednich dvou
letech napséno i v ¢eské literatufe hodné, véetné prehledu
monografického (Haluzik a Svacina, 2010).

Historicky se prvni pokusy ovlinit diabetes extrakty z ga-
strointestinalniho traktu datuji do poc¢atku dvacatého stole-
ti. V roce 1906 byta publikovana prace popisujici snahu Iécit
diabetes extrakty z duodenalni sliznice (More, Edie a Abram,
1906). O dvacet let pozdéji provadél La Barre s kolegy ex-
perimenty, béhem kterych podavali intraven6zné sekretin
pstm. Pii tom doslo k hypoglykémii. Byto uzavieno, zZe se-
kretin ma dva aktivni principy: inkretin, ovliviujici vnitini
sekreci pankreatu, a excretin, ovliviujici zevni sekreci (Zunz
a Le Barre, 1929; La Barre a Strill, 1930). Teprve vsak znalost
o pfesnych mechanizmech sekrece, kinetiky a uc¢inku GLP-1
vcetné znalosti jeho odbouravani vedly k experimentalnimu
a posléze klinickému uziti inkretinové terapie. Tento prin-
cip, vypracovany v osmdesatych letech muinulého stoleti,
zkouseny v letech devadesatych se stal na pocatku jedenad-
vacatého stoleti nejvyznamnéjsiinovaci v [é¢bé diabetu.

Prvni podrobny ¢&lanek pojedndvajici o antidiabetickém
Ucinku GLP-1 je téméF dvacet let stary (Gutniak et al., 1992).
Pritom se brzy ukazalo, Zze vyhody GLP-1 u diabetik(i jsou
spojeny nejen se stimulaci sekrece inzulinu, ale také s inhi-
bici sekrece glukagonu, s tlumenim motility Zaludku a je-
ho pomalejsiho vyprazdiiovani, s tlumenim pocitu hladu
a potencialné i s regeneraci B-bunék ostrivka (Ahren, 1998;
Kiefler a Hasener, 1999).

V zdsadé mame dvé zakladni farmakologické moznosti,
jak s vyuzitim znalosti inkretinového mechanismu zvysit se-
kreci inzulinu. Prvni je spojena s podanim agonistl receptort
GLP-1, druha je spojena s blokddou rozktadu GLP-1 dipep-
tidylpeptidazou 4. Vyhodou prvniho pfistupu je simulace fy-
ziologického principu, nevyhodou je injekéni podéani peptidu.
Vyhodou druhého pfistupu je pfedevsim moznost peroralni
formy podani, nevyhodou vieobecna inhibice DPP-4, kterd
ma mnohem vétsi spektrum Gcinku nez jen ucinek na GLP-1.

Agonisté receptort GLP-1

Mezi tyto jiz na trhu dostupné latky patfi exenatid a lira-
glutid, injekéné dvakrat nebo jednou denné podévané pep-
tidy. Mezi jejich zakladni vyhody patii kromé poklesu HbA1c
také omezeni chuti k jidlu a pokles télesné hmotnosti, tedy
zdkladnich mechanizm( podilejicich se na metabolickych
problémech u diabetu 2. typu.

Inhibitory dipeptidylpeptidazy 4

Tyto latky inhibuji enzym DPP-4, ktery kromé ucinkd na
GLP-1 rozklada respektive inaktivuje jesté fadu dalSich enzy-
mu, v€etné nékterych spojenych s imunitni funkci.

Mezi latky, které jsou v soucasnosti dostupné na trhu, pa-
tfi pavodni sitagliptin, a déle vildagliptin a konec¢né recent-
né se objevujici saxagliptin.

Lécba diabetu zaloZena na ovlivnéni inkretinového prin-
cipu predstavuje relativné novy do léc¢by zalozeny princip.
Dosavadni zkusenosti jsou zpravidla velmi pozitivni, Uc¢inek
i bezpecnost inkretinovych 1€k viak musi byt prokazany na
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velkych skupindch a jejich dlouhodobych sledovanich (Nauck,
2008). Pozitivni ucinky inkretinovych €kl na kardiovaskularni
systém, pocit hladu a v experimentu i na funkce CNS davaji
tusit at jizZ moznosti pro jejich mnohem 3irdi vyuziti i mimo
diabetologii, ¢i alespon podplrné argumenty pro jejich uziti
u nemocnych s diabetem 2. typu. Vyznamny je efekt agonis-
tl receptort GLP-1 na pokles hmotnosti u obéznich diabeti-
kd. Pokles hmotnosti byl viak také pozorovén u nediabetikl
po liraglutidu. O perspektivach tohoto principu IéCeni nejen
u obéznich diabetik(, ale i u obéznich bez diabetu se v sou-
¢asné dobé diskutuje (Svacina, 2010).

RizIKA A OMEZENI INKRETINOVE LECBY

Terapie zapozend na inkretinovém principu je vieobecné
velmi dobre tolerovana. Kratka prakticka zkusenost s témito
Iéky zatim vede k pfevaze pozitivnich, ¢asto az nadsenych
ocenéni. Pfesto je nutné zminit nékteré, byt spiSe okrajové
kritické hlasy. Jejich prehled podali Butler et al. (2010). V ex-
perimentu vede poddavani jak exenatidu, tak sitagliptinu
k chronické pankreatitidé a k proliferaci duktalnich pan-
kreatickych bunék. Ojedinéle byly popsany pfipady akutni
pankreatitidy i u lidi 1éCenych exenatidem, liraglutidem ¢i
sitagliptinem. Podle Buttlera by pak vyskyt chronické pan-
kreatitidy po téchto lécich mohl predstavovat i zvysené ri-
ziko karcinomu pankreatu (Buttler et al., 2010). Podrobnéjsi
piehled této problematiky padava Haluzik (2010). Uzavira
vsak, Ze dle souc¢asnych poznatkl je |é¢ba zaloZzend na inkre-
tinovém principu jak u¢innou, tak bezpecnou.

Exenatid nesmi byt podavén po jidle. S ohledem na snizeni
motility GIT mdze byt sniZzena i resorpce jinych 1ékl z gast-
rointestindlniho traktu. To mdze vadit zejména tam, kde je
pozadavek na rychlou resorpci. Exenatid se, stejné jako li-
raglutid, neuzivd pro lécbu diabetikl 1. typu. Pfi kombinaci
s metforminem nevznika riziko hypoglykémie, naopak pfi
eventudlni kombinaci s derivaty sulfonylurey je nutné ne-
mocného o mozné hypoglykémi a jejich pfiznacich zpravit.

Literatura o vedlejsich ucincich a potencialnich rizicich
liraglutidu odpovida pozdéjsimu uvedeni tohoto agonisty
glukagon-like-peptidu 1 na trh. Jeji zkrdceny prehled po-
dali Parks a Rosenbraugh (2010) v New England Journal of
Medicine. Z dat ziskanych u hlodavcd vyplyva, Ze u nich
doslo po liraglutidu k zvysenému riziku fokaIni neoplazie
C-bunék stitné zZldzy a k naddordim C-bunék. Hyperplazie
C-bunék se povazuje za prekancerozu vedouci k medular-
nimu karcinomu $titné zlazy. Tato data lze v3ak jen slozité
prevést z experiment na hlodavcich do lidské patologie.
Pokud byly sledovény hladiny kalcitoninu u osob |é¢enych
liraglutidem oproti kontrolnim nemocnym, byla u osob
[é¢enych liraglutidem nalezena o mirné casté&ji vy3si hla-
dina kalcitoninu, ale jeho hodnoty byly zcela v normalnim
rozmezi. FDA uzavrela, Ze karcinom z C-bunék stitné Zla-
zy u hlodavcl predstavuje pro lidi jen malé riziko, proto-
Ze u hlodavcu byly pouzity mnohem vétsi davky agonistd
receptoru GLP-1, nez se predpokladaji u lidi (Parks a Ro-
senbraugh, 2010). Stejné jako po sitagliptinu a exanatidu
byly popsany pfipady pankreatitidy u pacientd [é¢enych
liraglutidem (7 ptipad(l z 4257 pacientl na liraglutidu proti
1 pfipadu nemocnych z kontrolni skupiny). | v této oblasti
je tfeba dalsiho sledovani. U liraglutidu nebyly prokazany
zadné vedlejsi kardiovaskularni ucinky.

Ve firemni dokumentaci sitagliptinu je uvedeno, ze po
davkach vice nez 67nasobnych oproti davkam u ¢lovéka
byl u hlodavcl nalezen abnormalini vyvoj fezakd. V expe-

rimentech u hlodavcl po vice nez padesatinasobné davce
sitagliptinu byla nalezena hepatotoxicita a rendlni toxicita.
U ps0, pfi davkach vétsich 23x nez pii podani u lidi byl nale-
zen tfes, ataxie, dychani s otevienymi Usty a zvysené slinéni.
U déavek 23x vyssich, nez jsou davky u ¢lovéka pouzivané,
doslo u experimentalnich zvifat k mirné degeneraci koster-
niho svalu. Tyto ucinky nebyly nalezeny, pokud se podavala
6x vétsi davka sitagliptinu, nez se pouziva v klinické praxi. P¥i
expozici potkant davce sitagliptinu 58x vyssi, nez je bézna
terapeutickd davka u ¢lovéka, doslo k vyskytu jaternich ade-
nomu a karcinomd. Podle firemni dokumentace, odkud byly
tyto Udaje prevzaty, vzhledem k velkému prostoru z hlediska
bezpeclnosti nejsou tyto neoplastické zmény povazovany za
vyznamné pro ¢lovéka.

Po saxagliptinu byly v experimentu u opic pozorovany
viedové a nekrotické kozni |éze na koncetinach. Pfestoze ta-
kové léze nebyly pozorovany pfi klinickych zkouskach, upo-
zorfuje vyrobce, Ze nejsou zkusenosti s diabetiky, ktefi maji
kozni zmény. Vyrobce saxagliptinu také upozornuje na fakt,
Ze s lékem nejsou zkusenosti u imunokompromitovanych
nemocnych, napfiklad po transplantaci organg.

Mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky analog receptord pro
GLP-1 patii nauzea, nadymani, fihani, vzacné atypické chuté,
dale pak malatnost, ospalost a bolesti hlavy. Ubytek véhy je
u analog receptord GLP-1 vitanym Gcinkem.

Po sitagliptinu jsou také popisovény vzdcné ospalost,
¢i bolesti v epigastriu, ¢astéji pak nauzea. Potfeba ukoncit
[é¢bu nemocnych sitagliptinem pro vedlejsi tcinky byla jen
v 0,8 % vsech pfipadu.

Po saxagliptinu byly popsany c¢astéjsi nauzea a zvraceni.

S ohledem na inhibici DPP-4 je po terapii gliptiny popi-
sovan castéjsi vyskyt nezdvaznych infekci hornich cest dy-
chacich. Dlouhodobé sledovani vsak zatim v této oblasti
pochopitelné provedeno nebylo. Podobné je u saxagliptinu
popisovan kromé infekci hornich cest dychacich take zvyse-
ny vyskyt infekci mocovych, gastritis a sinusitis. Castéjsi jsou
i bolesti hlavy.

Hodnotime-li vedlejsi Gc¢inky inkretinové terapie, nemu-
zeme tak Cinit bez kontextu komplikaci diabetu a vedlejsich
ucinkd ostatnich typl antidiabetické lé¢by. Podle Parksové
a Rosenbraugha (2010) FDA uzndvd, Ze vsechny produkty
schvdlené pro lécbu diabetu 2. typu, vietné téch, které jsou
dlouhou dobu na trhu, pfindseji rizika. Proto, abychom byli
schopni tato rizika podrobnéji hodnotit, je nutné podrobné
sledovéani v obdobi po schvéleni prislusSnymi organy.

KONTRAINDIKACE POUZITI INKRETINOVYCH TERAPEUTIK

Téhotenstvi a kojeni

Pro inhibitory DPP-4 ani pro analoga receptor(i GLP-1 neni
dostatek dat o bezpecnosti pii podavani v téhotenstvi. Pro-
to se nesmi tyto preparaty béhem téhotenstvi uzivat. Proto-
ze zatim nejsou k dispozici zddna data o inkretinové terapii
u kojicich matek, je Ié¢ba jak inhibitory DPP-4, tak analogy re-
ceptor(l GLP-1 kontraindikovéana nejen v téhotenstvi, ale také
u kojicich matek. U fertilnich zen je pted pldnovanym otéhot-
nénim potieba pfipravky zaloZzené na tcinku inkretin( vysadit
a nahradit v téhotenstvi povolenou antidiabetickou lé¢bou.

Renalni postizeni a insuficience

Sitagliptin se nedoporucuje podavat u pacientu se stred-
né tézkou a tézkou renalni insuficienci, v¢etné pacient(
v konec¢nych stadiich selhani ledvin. Toto doporuceni byto
stanoveno proto, Ze s podavanim sitagliptionu v téchto situ-
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acich neni dost zkusenosti. Podobné varovani je ve firemni
dokumentaci saxagliptinu. Pro exenatid vyrobce pfimo uvé-
di clearence kreatininu mensi nez 30 ml/s jako kontraindi-
kaci.

Postizeni jater

U pacientll s mirnou az stfedni jaterni insuficienci neni
nutné omezit ddvkovani sitagliptinu. Sitagliptin se nedopo-
rucuje podavat tehdy, je-li Child-Pugh skore vy3sinez 9, tedy
u nemocnych s téZzkou jaterni insuficienci, zejména proto, ze
o jeho podavani u téchto nemocnych nejsou k dispozici zad-
nd relevantni data.

Hypersenzitivita
Inhibitory DPP-4 by nemély byt podavany u osob, které
mély projevy hypersenzitivity na inhibitory DPP-4.

Podékovdni: Prdce byla podporovdna vyzkumnym zdmérem
MSM 00216220814 ,Prevence, diagnostika a terapie diabetes
mellitus, metabolickych a endokrinnich postizeni organizmu’.
Za grafickeé prdce dékuji autori pani Jané Potockové.
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