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Souhrn

Uvob: Mléko a mlééné bilkoviny maji vys$si inzulinogenni index neZ index glykemicky. Tato
vlastnost je pfisuzovana predev§im syrovatkovym bilkovindm. Cilem prace bylo zhodnotit
C-peptidovou odpoveéd’ po podani syrovatkovych bilkovin u zdravych jedinct (studie 1) a u pacient
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 jedincti (BMI 17 - 25,9 kg/m?)
ve vékovém rozmezi 20 az 26 let. Kazdy jedinec podstoupil celkem Sest testi C-peptidové sekrece
v prub¢hu jednoho meésice. Tii testy byly peroralni s podanim 1) samotné glukézy (OGTT — reference
pro peroralni testy), 2) samotnych syrovatkovych bilkovin (OWT) a 3) glukozy se syrovatkovymi
bilkovinami (OWGT). Zbylé tfi testy byly intravenozni s podanim: 1) samotné glukézy (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?) pacientii s diabetes mellitus 2. typu s uspokojivou
kompenzaci a se zachovalou inzulinovou sekreci (primérny C-peptid nala¢no byl 0,94 & 0,07 nmol/I;
X =+ SEM) ve vékovém rozmezi 56 az 80 let. Kazdy jedinec podstoupil celkem dva testy peroralni
s odstupem jednoho mésice: test s podanim 1) samotné glukézy (OGTT — reference pro peroralni
testy) a 2) samotnych syrovatkovych bilkovin (OWIST).

VYSLEDKY: Studie 1 ukazala, Ze celkova C-peptidova sekrece (IAUC/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 o 36 % vyssi neZ po OGTT. Po OWT nebyl prokazan
vzestup postprandialni glykémie, coz bylo jeho zdsadni vyhodou. Studie 2 ukdzala shodny pribéh
Cpeptidové sekrece po OWIST a OGTT s maximem v 90. minuté. Celkova C-peptidova sekrece
1AUCo.130) po OWIST byla o 32 % nizsi (p < 0,01) nez po OGTT. Maximalni hodnota C-peptidu
po OWIST byla o 22 % nizsi nez po OGTT. Po OWIST nedoslo k vzestupu postprandialni glykémie.
ZAVER: Uvedené klinické studie naznacuji, Ze podani samotnych syrovatkovych bilkovin vede
po jejich podani) u zdravych jedincti i u pacientd 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, dobfe hodnotitelny a proto lze uvazovat o jeho zavedeni
do klinické praxe u diabetiki.



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 (IAUC/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 iAUCo.150 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.



1. Uvod

Ostmanova et al. (2001) u zdravych jedincti ukdzala, e podani kravského mléka a mlé¢nych vyrobki
vede k vyssi stimulované inzulinové sekreci nez by odpovidalo jejich obsahu sacharidi. Z tohoto
hlediska byly zkoumany nesacharidové slozky mléka a bylo zjisténo, Ze se jednd o vliv hlavnich
mlécnych bilkovin — kaseinti a syrovatkovych bilkovin. Z mléénych bilkovin jsou dle Nilssona et al.
(2004) nejvyznamnéjSim inzulinovym sekretagogem syrovatkové bilkoviny.

Po podani syrovatkovych bilkovin je inzulinové sekrece dana piedev§im piimym ucinkem hlavné
vétvenych aminokyselin na B-buitku Langerhansovych ostrivkl pankreatu (Boirie et al. 1997;
Nilsson et al. 2004) a v mensi mife pfimou aktivaci inkretinovych hormont (Nilsson et al. 2004;
Salehi et al. 2012; Gojda et al. 2017) - glukézo-dependentniho inzulinotropniho polypeptidu (GIP,
Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide) a glukagonu podobného peptidu 1 (GLP-I,
Glukagon-Like Peptid-1).

2. Hypotézy a cile prace

V préci budou ovétreny 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
[ u pacientti s diabetes mellitus 2. typu ve srovnani s oralnim glukézovym toleran¢nim testem
a zéroven nezvysuje postprandidlni gykémii.

Cil prace

Cilem prace je ovétit, zda 1ze zhodnotit B-bunécnou funkci po perordlnim podani syrovatkovych
bilkovin u zdravych jedinct i u pacientii s diabetes mellitus 2. typu se zachovalou inzulinovou (resp.
C-peptidovou) sekreci, a zda lze predpokladat uziti syrovatkovych bilkovin v klinické praxi jako
nového stimulaéniho testu inzulinové sekrece.

3. Studie I. Zhodnoceni stimulované inzulinové sekrece u zdravych jedinci

3.1 Subjekty a metody

Klinickd studie (cross-over) byla uskute¢néna na Odd¢leni klinické fyziologie 2. interni kliniky
Fakultni nemocnice Kréalovské Vinohrady v Praze, které je soucasti Centra pro vyzkum vyzivy,
metabolismu a diabetu 3. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy. Studie byla schvalena etickou komisi
3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a ti¢astnici studie podepsali podrobny informovany souhlas.
S osobnimi udaji bylo nakladano v souladu s platnymi zakony Ceské republiky o ochrané osobnich
udajt (Zakon €. 101/2000 Sb.).

Charakteristika zdravych jedinci
Do studie bylo zafazeno osm zdravych neobéznich (BMI: 17 — 25,9 kg/m?) jedincti (7 muzii a 1 Zena,
ve vékovém rozmezi 20 — 26 let) bez akutniho ¢i chronického onemocnéni ¢i laktézové intolerance.



Testy stimulované C-peptidové sekrece

Ke zhodnoceni inzulinové sekrece jsme uzili koncentraci sérového C-peptidu, protoze v porovnani
se stanovenim samotné¢ho inzulinu je u jedincti s normdlnimi ledvinnymi funkcemi piesnéjSim
ukazatelem vlastni inzulinové sekrece (Eaton et al. 1980).

V randomizovaném potadi bylo provedeno celkem Sest testi C-peptidové sekrece. Tii dny pred
provedenim testli nebyla omezena béznd 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 zahdjenim testu dodrZeli vSichni jedinci minimélné 20 minut klidu
na lizku, poté byl do periferni zily dobrovolnika za aseptickych kautel zaveden zilni katetr
s trojcestnym kohoutem (Gottsitter et al. 1992). Mezi zavedenim periferniho katetru a prvnim
krevnim odbérem uplynulo dalSich 20 minut. Davky jednotlivych testii véetné Casti odbért jsou
popsany na obrazku 1. Syrovatkové bilkoviny byly podany ve formé ochuceného napoje (0,05 g
aspartam, 0,4 g vanilkovy extract, 0,4 g jahodové aroma) ze syrovatkového proteinového koncentratu
(Volactive UltraWhey80 (WPC80); DVN, Hoogeveen, Holandsko), ktery obsahoval dle vyrobce 81
% syrovatkovych bilkovin, 6 % laktézy a 6 % tuku. Primérny obsah vétvenych aminokyselin byl
17,5 %.

Analyty byly stanoveny na Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
v Praze. Plazmatickd glykémie byla stanovena pomoci fotometrické detekce reakci s hexokinazou
(Passey et al. 1977) v analyzatoru Konelab (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finsko). Sérovy
C-peptid byl stanoven 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, Spojen¢ staty americke).

Davka Casy odbéri
(délka podani) (min)
OWT 40 g WPC80'
(3 min) ]
OWGT 40g WPC80 + -10, 0, 30, 60, 90,
72,69 G'(3 min) 120, 180
o OGTT 759 G'
(3 min)
p.o.
e AST 5¢g arginin2 |
(45s)
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 1 Schéma test podanych ve studii I.

Vysvétlivky: p.o. = perorélni testy; i.v. = intravendzni testy; OWT = test s podanim
samotnych syrovatkovych bilkovin; OWGT = test s podanim glukézy a syrovatkovych
bilkovin (test s celkovym obsahem 75 g sacharidli); OGTT = oralni gluk6zovy tolerancni
test s podanim glukézy (reference pro peroralni testy); AST = argininovy stimulacni test
s podanim argininu; GST = glukagonovy stimulac¢ni test s podanim glukagonu; IVGTT
= intraven6zni gluk6zovy toleranéni test s podanim glukoézy (reference pro intravendzni
testy); WPC80 = syrovatkovy proteinovy koncentrat 80; G = glukéza,;

! napoj (300ml vody); ? roztok (50 ml 0,9 % fyziologického roztoku); * roztok 60 ml
0,9 % fyziologického roztoku).



Statistika a vypodéty

Ke kvantitativnimu zhodnoceni hladiny sérového C-peptidu a plazmatické glykémie po podani
jednotlivych stimulaénich latek byla uzita metoda vypoctu “ptirtistkové” plochy pod kiivkou (1IAUC,
incremental Area Under the Curve). IAUC odpovidala koncentraci C-peptidu a glykémie v Casovém
prabéhu vypocitand lichobéznikovou metodou (trapezoidal rule), od které byla odectena hodnota
nalacno resp. hladina analyti v ¢ase minus 10 minut (t=-10 min). Pro porovnani peroralnich
a intravenoznich testti byly iAUC jednotlivych testll normalizovany na jednotku ¢asu (iIAUC/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 glukoza intraven6zné podand k intravendznim testim).
Piedpoklady pro provedeni t-testu byly ovéfeny pomoci Fisherova testu shodnosti rozptylu
a Kolmogorova-Smirnova testu normality. Srovndni variability —C-peptidové odpovéedi
mezi stimula¢nimi testy bylo provedeno pomoci testu poméru pravdépodobnosti s pouZzitim
varia¢nich koeficienti popsanych Verrillem a Johnsonem (2007).

Vsechna data byla uvadéna jako pramér + 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.

3.2 Vysledky

Jednotky uzité pro plazmatickou glykémii byly v mmol/l a pro sérovy C-peptid v nmol/l. VSichni
jedinci méli normalni gluk6zovy metabolismus. Primérnd la¢na glykémie byla 4,33 + 0,06 mmol/I
(X £ SEM). Priméma hodnota glykémie ve druhé hodiné po OGTT byla 4,26 £ 0,4 mmol/l. Déle
jedinci méli normalni index inzulinové senzitivity vypocitany dle dat z OGTT (OGIS120, Oral Glucose
Insulin Sensitivityi20) dle Mariové et al. (2001) 463 = 22 ml.min-1.m-2, jehoZ hodnoty korelu;ji
s HOMA indexem (Matthews et al. 1985) a s vysledky hyperinzulinemického euglykemického
klempu (DeFronzo et al. 1979).

C-peptidova odpovéd’ (Graf 1)

Primérna sérova hladina C-peptidu nala¢no byla 0,43 + 0,02 nmol/l. Hodnota maxima po peroralnim
podani glukozy (OGTT, reference) byla 1,61 + 0,39 nmol/l po odecteni hodnoty nalacno. Dosazené
maximum hodnot v 30. minuté po OWT bylo o 57 % nizs§i a po OWGT o 63 % vyssi nez po OGTT
(p < 0,05). Maximalni hodnota po intraven6znim podani glukézy (IVGTT, reference) byla
1,56 £ 0,17 nmol/l po odecteni hodnoty nala¢no. DosaZzené maximum hodnot po AST bylo o 57 %
nizsi a po GST 0 6 % niz8i neZ po IVGTT (p < 0,05).

Glykemicka odpovéd’ (Graf 2)

Primérna hodnota plazmatické glukézy nalacno byla 4,33 + 0,06 mmol/l. Hodnota maxima
po peroralnim podani glukézy (OGTT, reference) byla 2,25 + 0,24 mmol/l po odecteni hodnoty
nala¢no. Dosazené maximum hodnot v 30. minuté¢ po OWGT bylo o 25 % nizsi nez po OGTT
(p <0,05). Po OWT nedoslo k vzestupu glykémie. V 60. minuté po OWT byla hodnota glykémie
o 13 % nizs8i nez hodnota nala¢no, nebyla vSak ptitomna hypoglykémie.

Hodnota maxima po intraven6znim podani glukézy (IVGTT, reference) byla 16,23 + 0,92 mmol/l
mmol/l po odeéteni hodnoty nalacno. Dosazené maximum hodnot po AST bylo 0 97 % nizsi po dobu
prvnich 7 minut a o 88 % niZ8i po dobu 20 minut ve srovnani s IVGTT.
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Graf 1 Sérova koncentrace C-peptidu po provedeni A) perordlnich (OWGT, OWT,
OGTT - reference) a B) intraveno6znich testd (AST, GST, IVGTT - reference) u zdravych
jedinct (n = 8). * oznacuje hodnoty vyznamné odlisné od reference (p < 0,05).
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Graf 2 Plazmatické koncentrace glykémie po provedeni A) peroralnich (OWGT, OWT,
OGTT - reference) a B) intravenoznich testd (AST, GST, IVGTT - reference) u zdravych

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

C-peptidova odpovéd’ - iAUC/min (Graf 3)

Primérnd C-peptidovd odpovéd’ vypocitana jako iAUC/min byla po OGTT 1,27 + 0,19 nmol/l
apo IVGTT 1,00 + 0,10 nmol/l. Po OWT byla iAUC/min o 64 % niz$i (p < 0,05) a po OWGT 0 36 %
vyssi ve srovnani s OGTT. Individuélni variabilita iAUC/min C-peptidové odpovédi byla po OWT
nizsi (p < 0,05) nez po OGTT a OWGT. iAUC/min po AST byla o 76 % nizsi (p < 0,05) a po GST
byla 0 9 % vyssi v porovnani s IVGTT. Po OWT byla iAUC/min o 93 % vyssi nez po AST.
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Graf 3 iAUC/min pro sérovy C-peptid po podani vSech testi u zdravych jedincti (n = 8).
* oznacuje hodnoty vyznamné odlisné od reference (p < 0,05).

Glykemicka odpovéd’ - iAUC/min (Graf 4)

Primérnd glykemicka odpovéd (iIAUC/min) byla po OGTT 1,04 = 0,13 mmol/l a po IVGTT
4,08 + 0,22 mmol/l. Po OWT byla iAUC/min o 71 % nizsi (p < 0,05) a po OWGT o 32 % nizsi
(p <0,05) nez po OGTT. Po AST byla iAUC/min o 94 % nizsi (p < 0,05) a po GST o 63 % nizsi
(p <0,05) nez po IVGTT.
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Graf 4 iIAUC/min pro plazmatickou glykémii po podani vSech testli u zdravych jedinct
(n = 8). * oznacuje hodnoty vyznamné¢ odlisné od reference (p < 0,05).

Tolerance testu
Samotné syrovatkové bilkoviny a syrovatkové bilkoviny s glukézou byly dobie tolerovany.
Po perordlnim podani samotné glukézy byla u 14 % jedincli pfitomna prechodnd nauzea.
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Po intraven6znim podani glukdzy byla zjisténa pfechodna tachykardie u poloviny dobrovolniki.
Podani glukagonu vyvolalo u vSech jedincti pfechodnou nauzeu, tachykardii a navaly horka.

3.3 Diskuze

Ve shodé€ s dosavadnimi poznatky o stimulované inzulinové sekreci u zdravych jedincti jsme ukazali,
ze po podani samotné glukozy, samotnych syrovatkovych bilkovin a kombinace glukdzy
se syrovatkovymi bilkovinami dochazi k maximalni hodnoté C-peptidu v 30. minuté, coz odpovida
optimalnimu charakteru ¢asné faze inzulinové sekrece (Curry et al. 1968; Basu et al. 1996; Caumo
a Luzi 2004). Po podani samotnych syrovatkovych bilkovin (OWT) bylo zvyseni C-peptidu v 30.
minuté 2,5krat vyssi v porovnani s hodnotou nala¢no pii nestimulacnich hladinach glykémie a je tedy
odrazem ucinku syrovatkovych bilkovin na B-buitku (G¢inku aminokyselin a inkretinovych
hormontl). Podéni kombinace glukozy se syrovatkovymi bilkovinami (s celkovym obsahem 75 g
sacharidi v napoji; OWGT) nevedlo na rozdil od studii Floyda et al. (1970) a Nilssona et al. (2004)
k synergickému zvySeni inzulinové sekrece.

C-peptidova sekrece po intravendznim stimulu (glukéza, arginin a glukagon) je zavisld na davce
a délce podani stimulujici latky. Celkova inzulinové sekrece po OWT byla vyssi (0,46 nmol/l;
p <0,05) nez po AST (0,24 nmol/l) za podminek normoglykémie. Mezi negluk6zovymi testy (OWT,
AST) byla zjiSténa silna linearni korelace.

Po OWT nebyl pozorovan vzestup postprandidlni glykémie predevSim ze tfi davodu. 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).
Nase klinicka studie ukazala, ze jednorazové podani 40 g syrovatkovych bilkovin vede k hodnotitelné
stimulované C-peptidové sekreci u zdravych jedincti a soucasné nevede k vzestupu postprandialni
glykémie. Provedeni OWT tak bylo spojeno s podanim pfirozeného peroralniho stimulu, s minimem
nezddoucich ucinkd, se snadnym zhodnocenim inzulinové sekrece as minimalnim vzestupem
glykémie po podéni testu.

4. Studie II. Zhodnoceni stimulované inzulinové sekrece u pacientii s diabetes

mellitus 2. typu

4.1 Subjekty a metody

Klinickd studie (cross-over) byla uskute¢néna na Odd¢leni klinické fyziologie 2. interni kliniky
Fakultni nemocnice Kréalovské Vinohrady v Praze, které je soucasti Centra pro vyzkum vyzivy,
metabolismu a diabetu 3. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy. Studie byla schvalena etickou komisi
3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a ti¢astnici studie podepsali podrobny informovany souhlas.
S osobnimi udaji bylo nakladano v souladu s platnymi zakony Ceské republiky o ochrané osobnich
udajt (Zakon €. 101/2000 Sb.).

Charakteristika pacienti s diabetes mellitus 2. typu

Do studie bylo zatazeno Sestnact pacientii s minimaln¢ 5 let trvajicim diabetes mellitus 2. typu
(6 muzi a 10 Zen ve veékovém rozmezi 56 az 80 let v€ku), s indexem télesné hmotnosti v kategorii
nadvahy (BMI: 26,4 — 29,8 kg/m?) a se zachovalou C-peptidovou sekreci nalaéno (rozmezi hodnot:
0,39 — 1,33 nmol/l). Pacienti dodrzovali rezimova opatfeni (diabetickd 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 nekufaci a netrpéli laktézovou
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intoleranci. Vstupné nebylo zjisténo zadné akutniho ¢i chronického onemocnéni ledvin ¢i jiné akutni
onemocnenti.

Testy stimulované C-peptidové sekrece

Ke zhodnoceni inzulinové sekrece jsme uZili koncentraci sérového C-peptidu, protoze v porovnani
se stanovenim samotné¢ho inzulinu je u jedincii s normalnimi ledvinnymi funkcemi piesnéjSim
ukazatelem vlastni inzulinové sekrece (Eaton et al. 1980).

V randomizovaném poiadi byly provedeny dva testy C-peptidové sekrece. Tti dny pied provedenim
testli nebyla omezena bézna pohybova aktivita (vyjma extrémni télesné zatéze) a byla doporucena
bézna diabetickd dieta (vyjma piti kdvy). Testy byly provedeny po 12 hodinovém lacnéni vzdy
v 8 hodin rdno. Pfed vlastnim zah4jenim testu dodrzeli vSichni jedinci minimalné 20 minut klidu
na lizku, poté byl do periferni zily dobrovolnika za aseptickych kautel zaveden Zzilni katetr.
Mezi zavedenim periferniho katetru a prvnim krevnim odbérem uplynulo dalSich 20 minut. Davky
jednotlivych testli véetné Castt odbért jsou zobrazeny na obrazku 2. Syrovatkové bilkoviny byly
podany ve formé ochuceného napoje (0,05 g aspartam, 0,4 g vanilkovy extract, 0,4 g jahodové aroma)
ze syrovatkového proteinového koncentratu (Volactive UltraWhey80 (WPC80); DVN, Hoogeveen,
Holandsko), ktery obsahoval dle vyrobce 81 % syrovatkovych bilkovin, 6 % laktozy a 6 % tuku.
Primérny obsah vétvenych aminokyselin byl 23 %.

Analyty byly stanoveny na Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
v Praze. Plazmatickd glykémie byla stanovena pomoci fotometrické detekce reakci s hexokinazou
(Passey et al. 1977) v analyzatoru Konelab (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finsko). Sérovy
C-peptid byl stanoven 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, Spojen¢ staty americke).

Davka Casy odbérii
(délka podani) (min)
owIST 759
. WPC80 B
—l -10, 0, 30, 60, 90,
120, 180
OGTT .
759G =

Obrazek 2 Schéma testi podanych ve studii II. Vysvétlivky: p.o. = peroralni testy;
OWIST = test s podanim samotnych syrovatkovych bilkovin ve formé syrovatkového
proteinového koncentratu 80 (WPC80); OGTT = oralni glukézovy tolerancni test
s podanim glukézy (reference); G = glukoza;

! napoj (300ml vody).

Statistika a vypocéty

Statistické srovnani hladin postprandialni 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. Personiv
korela¢ni koeficient byl pouzit pro ovétfeni 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 Casovych intervalech.
Pro sérovy C-peptid byla vypocitdna iAUC pro nékolik Casovych tsekl - 1AUCo30 (Casna faze
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inzulinové resp. C-peptidové sekrece), 1AUCo.90 (inzulinova resp. C-peptidova sekrece do 90.
minuty), 1IAUCo.180 (celkova inzulinova resp. C-peptidova sekrece), iAUC30-180 (pozdni inzulinova
resp. C-peptidova sekrece). Pro plazmatickou glykémii byla zhodnocena iAUCo.1so.

Z divodu nevyrazného vzestupu glykémie po OWIST nebylo mozné uzit bézné uzivané indexy
napft. oralni dispozicni index (Utzschneider et al. 2009), nebot’ do vypoctu je zahrnut vzestup
glykémie do 30. minuty.

Casna fize inzulinové sekrece je Casto hodnocena pomoci tzv. inzulinogenniho indexu (IGI;
InsulinoGenic Index = C30-C10/G30-G(-10)) resp. dle hladin sérového C-peptidu a plazmatické
glykémie v ¢asech -10 (la¢na hodnota) a v ¢ase 30 po podani (Wareham et al. 1995). Pro nevyrazny
vzestup glykémie po podéani syrovatkovych bilkovin jsme tedy uzili upravenou ale také cCasto
uzivanou formu IGI (Tura et al. 2006) IGI = C30-Co/G30 (C30 - C-peptidové sekrece v 30. minut¢;
C(-10) - la¢na hladina C-peptidu; G3o - plazmatické glykémie v 30. minut¢).

4.2 Vysledky

Jednotky uZzité 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).

C-peptidova odpovéd’ (Graf 5)

Primérnd hodnota C-peptidové sekrece nala¢no byla 0,94 £ 0,07 nmol/l. Hodnota maxima byla
po OGTT 3,72 £ 0,30 nmol/l. Dosazené maximum hodnot v 30. minuté po OWIST bylo o0 22 % nizsi
nez po OGTT (p <0,01).

4I
©
£ 31
=t
e _o’& — OGTT
= =\ = OWICT
Q 24 3= UWIoI
()
T
@)

11 hodnota nala¢no

0 30 60_ 90 120 150 180
cas [min]
Graf 5 Absolutni hodnoty sérové koncentrace C-peptidu po provedeni peroralnich testt
(OWIST, OGTT - reference) u pacientt 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).

Glykemicka odpovéd’ (Graf 6)

Primérnd hodnota plazmatické glukoézy nalacno byla 8,11 £ 0,57 mmol/l. Maximalni hladina
glykémie po OGTT byla 19,1 + 1,33 mmol/l. Po OWIST nedoslo k vyznamnému vzestupu
postprandidlni glykémie (p <0,01), ale ani ke vzniku hypoglykemie.

B-bunécéna funkce a glykemicka odpovéd’ u pacienti s diabetes mellitus 2. typu (Tabulka 1)

Primérna plazmatickd hladina glykémie nala¢no byla mensi nez 10 mmol/l. Po OWIST nedoslo
k vyznamnému vzestupu glykémie. Po OWIST byla celkova C-peptidova odpovéd (1AUCo.1s0)
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0 32 % niz8i nez po podani glukézy. Dale byla zjiSténa pozitivni korelace (r = 0,94; p = 0,0002)
mezi 1AUCo.90 @ 1IAUCo-180 u obou testt.

20 oF
S
E 15
'5' == OGTT
f= == OWIST
‘Q
= 10+
> - - e - -
=) 4 4 é é‘"'- -- hodnota
nala¢no
0 30 60 90 120 150 180
cas [min]

Graf 6 Absolutni hodnota plazmatické koncentrace glykémie po provedeni peroralnich
testi (OWIST, OGTT - reference) u pacientil s diabetes mellitus 2. typu (n = 16).

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

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

Tabulka 1 Hodnoty C-peptidové sekrece a plazmatické glukézy nalacno a po OGTT a

OGTT OWIST A%
Plazmaticka gluké6za - nalaéno [mmol/l] 8,11 + 0,57 8,13 = 0,54 0%
Plazmaticka glukéza - 120min [mmol/l] 16,39 + 132 889 + 1,15 47 o
C-peptid - nala¢no [nmol/l] 094 + 0,07 092 + 0,11 2%
C-peptid - max. [nmol/I] 3,72 + 030 291 + 027 22 04"
C-peptid - iAUC.39 [nmol.min/] 15,00 = 2,70 1520 = 2,10 1%
C-peptid - iAUC.q9 [nmol.min/l] 12840 + 1830 97,90 + 1040 24 %
C-peptid - iAUC3¢_159 [nmol.min/1] 324,50 + 37,00 214,80 £ 21,10 34 04"
C-peptid - iAUC.1gy [nmol.min/l] 339,50 + 3890 230,00 £ 21,90 232 04"
Plazmaticka glukéza - iAUC 139 [mmol.min/l]  1251,00 + 10940 89,30 + 29,70 -92 %*
IGI [107] 0,56 + 0,12 0,82 + 0,13 47 0"

OWIST. Sloupec A% obsahuje prumérnou procentualni zménu mezi OGTT (reference) a
OWIST. * oznacuje hodnoty vyznamné odlisné od reference (p <0,01). Vysvétlivka: IGI
= inzulinogenni index.

Tolerance testu

Samotné syrovatkové bilkoviny byly dobie tolerovany. U tfi pacientdl musela byt indukovana
hyperglykémie po perordlné¢ podané glukéze korigovdna podédnim exogenniho inzulinu. Osm
pacientl s diabetes mellitus 2. typu popisovalo napoj s glukézou za piili§ sladky a s odporem jej

vypili.

4.3 Diskuze

Zhodnoceni B-bunécné funkce, na rozdil od znalosti hodnoty inzulinu/C-peptidu nala¢no, by mohlo
byt klicové k nastaveni a sledovani efektivni a striktn€ individualizované terapie u pacienta s diabetes
mellitus 2. typu (Meier 2009; Kramer et al. 2013). Problém se stanovenim stimulované inzulinové
sekrece je predevsim ten, Ze je ovlivnéna fadou faktor. Za podminek napiiklad nepfiméfené vysoké
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fyzické zatéze, ptitomnosti akutniho onemocnéni, chronického sniZzeni ledvinnych funkci
¢i dekompenzace diabetu neni vySetieni inzulinové/C-peptidové sekrece vhodné. Je tedy vhodné
vyckat na apravu faktord ovliviiyjicich inzulinovou sekreci. Cilem 1é¢by diabetes mellitus 2. typu by
m¢éla byt obnova funkce B-buiiky resp. zachovani inzulinové sekrece a tedy i zlepSeni glykemického
profilu v¢etné nizsich hladin glykovaného hemoglobinu (Steffes et al. 2003). Ukazuje se, ze diky
vhodné terapeutické intervenci muize zustat f-bunécna funkce u pacientl s diabetes mellitus 2. typu
fadu mésicu, let 1 desetileti stabilni (Harrison et al. 2012) ¢i se dokonce zlepsit (Polidori et al. 2014;
Retnakavan et al. 2014), coz mlze modifikovat postupné se zhorsujici inzulinovou sekreci.

Z nasich vysledkd je patrné, ze oba peroralné¢ podané stimuly vedly u dobie kompenzovanych
pacientl s diabetes mellitus 2. typu k charakteristickému pribéhu stimulované C-peptidové sekrece
s maximem v 90. minuté¢ se znatelnym snizenim Casné faze inzulinové sekrece (Utzschneider et al.
2009). Celkova stimulovana C-peptidova sekrece po OWIST byla dobte hodnotitelnd, i kdyz o 32 %
niz§i nez po OGTT. Byla ale nalezena linedrni zavislost mezi obéma testy piihodnoceni IGI
(Wareham et al. 1995). IGI je bézn¢€ uzivany a senzitivni ukazatel k hodnoceni ¢asné faze inzulinové
sekrece po podani glukézy (Kahn et al. 2001; Tura et al. 2006), protoze dobie koreluje s akutni
inzulinovou sekreci resp. s prvni fazi inzulinové sekrece po provedeni IVGTT (Kosaka et al. 1996).
1AUC.180 korelovalo s iAUCo.90 po podani obou testl, proto se zda byt pouze 90 minutové trvani
testu dostaCujici u pacienti s diabetes mellitus 2. typu.

Dale nebyla nalezena korelace vysledki po OWIST a OGTT s pozdni fazi inzulinové sekrece
(1AUC30-180), kterd je dana predevSim piimym uclinkem substrati se spoluucasti piisobeni
inkretinovych hormonti (Herzberg-Schifer et al. 2010). Tento vysledek naznacuje, Ze u naSich
pacientli s diabetes mellitus 2. typu byl glukézovy stimulus silnéjSim sekretagogem inzulinové
sekrece nez sérové hladina vétvenych aminokyselin s pfedpokladanym 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 klinicka studie ukézala, ze jednorazové podani 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 poddnim pfirozen¢ho perordlniho stimulu, s minimem nezaddoucich ucinkid, se snadnym
zhodnocenim inzulinové sekrece a s minimalnim vzestupem glykémii po podéani testu. OWIST tak
muze byt vhodnym nastrojem ke zhodnoceni stimulované C-peptidové sekrece.

5. Zavéry

Podéni samotnych syrovatkovych bilkovin vedlo k vyznamné C-peptidové sekreci u zdravych jedinct
1 u pacientli s diabetes mellitus 2. typu bez soucasného zvySeni postprandidlni glykémie. Ob¢
hypotézy jsme tedy ovéfili. Test se syrovatkovymi bilkovinami byl pro zdravé jedince I pro pacienty
s diabetes mellitus 2. typu dobfte tolerovan, nevedl k nezadoucim u¢inktim a byl dobfe hodnotitelny.
Syrovatkové bilkoviny jsou dobie dostupna surovina, navic je mozné zajistit jejich vhodné dochuceni
a lze je 1 snadno pfipravit ve form¢ napoje. Pfipadné nezaddouci u€inky mohou byt predpokladany
pti odbéru krve, pii kterém se miize vytvotit hematom ¢i tromboflebitida v misté vpichu. Z diivodu
dobte hodnotitelné inzulinové sekrece po podani 40 g syrovatkovych bilkovin (empirické stanoveni
davky) u zdravych jedincii jsme zvolili 75 g syrovatkovych bilkovin u pacientti s diabetes mellitus
2. typu, abychom zajistili stejné mnozstvi obou testovanych latek. Podani syrovatkovych bilkovin je
dobrym stimulem pro sekreci inzulinu/C-peptidu vyuzitelny v klinické praxi. Zdanlivd nevyhoda
spojena s niz§i celkovou stimulovanou C-peptidovou sekreci po podani OWIST (o 32 % v porovnani
s OGTT) je vyznamné vyvazena faktem, Ze pii OWIST nedochdzi k vyznamnému vzestupu
postprandidlni glykémie. To umoziuje provedeni vySetieni sekrece C-peptidu v bézné ambulantni
praxi.
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Z vyse zminénych divodl 1ze navrhnout uziti syrovatkovych bilkovin jako nového testu inzulinové
sekrece v klinické praxi. Je vSak nutné rozsitit skupinu subjekti a ovéfit reprodukovatelnost testu.
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