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Uvod

Tato prace vznikd v navaznosti na studie publikované v poslednich letech,
zabyvajici se souvislostmi mezi hodnotami C-peptidu a dalSimi ukazateli
glykemického obratu (Kron et al., 2020). Ukolem prace je piinést uceleny
soubor poznatkd zalozeny jak na primarnich vyzkumech struktury molekuly,
tak molekularnich mechanismi studovanych na zvifecich modelech.
V neposledni fadé je také vyuzito publikaci hodnoticich klinicka data pacientt,

se zaméfenim na nediabetickou populaci.

V souvislosti s vlivem C-peptidu na organismus je Vv praci uzivano slovni
spojeni glycidovy obrat; jednd se o zdlraznéni této casti metabolismu
v dusledku souvisejici s glykemickym obratem a udrzenim specifické hladiny

glukozy v Krvi.

Molekula C-peptidu byla poprvé izolovana na konci Sedesatych let minulého
stoleti (Brandenburg, 2008). Dlouha 1éta byla povazovana tato molekula za
inertni, bez biologické funkce a s absenci vlivu na metabolické procesy. Ackoli
ani dnes neni znam zcela pfesny mechanismus ucinku, biologickou aktivitu C-
peptidu testovalo mnozstvi studii na pokusnych laboratornich modelech.
V humanni diagnostice muze v mnoha pfipadech C-peptid, diky svym
vyhodnym vlastnostem, nahradit stanoveni koncentrace inzulinu. Proto se
prvnim odvétvim mediciny, kde se hodnoceni C-peptidu zacalo pouzivat, stala
diabetologie. Samostatnou problematiku pfedstavuje mnozZstvi metod,
pouzitelnych pro stanoveni hladin C-peptidu. Ac¢koli je jich znamo n¢kolik, jen
zlomek z nich Ize pouzit tak, aby hodnota byla ovlivnéna co nejméné mnoha
riznymi faktory. OvSem s vyuzitim diivéryhodnych metod jsou dnes jiz znamy
studie zabyvajici se souvislostmi mezi hodnotami C-peptidu a ostatnich
parametr  hodnoticich utilizaci gluk6ézy nebo lipidového metabolismu
nediabetickych osob. Ukazuje se, Ze nebezpe¢i mohou ptedstavovat
prediabetické stavy, které ovliviiuji metabolismus a Vv piipad€ nefeSeni vedou
ke mnoha komplikacim. Posuzovani inzulinové rezistence, tedy prvniho stadia
poruchy v odpovédi organismu na inzulin ¢asto vychazi z vypoctu specialnich

indexti, odvozenych od technicky naro¢nych, pacienta zatézujicich vySetieni.



Cile prace
Tato prace si klade nasledujici cile:

e Popsat molekulu a metabolicky efekt C-peptidu.
e Zhodnotit vyznam C-peptidu pti hodnoceni glykémie.
e Sumarizovat metody pro stanoveni koncentrace C-peptidu.

e Posoudit vztah C-peptidu k ostatnim metabolickym ukazatelim.



1. C-peptid

1.1 Popis molekuly

C-peptid (z anglického connecting-peptide, spojujici peptid) je polypeptid
slozeny z 31 aminokyselin, jehoz funkci je v molekule proinzulinu spojeni
A a B fetézce inzulinu. C-peptid je sloZen ze 35 aminokyselin, 4 aminokyseliny

ztraci v moment¢ rozStépeni molekuly proinzulinu (Solat, 2011).
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Obrazek 1: Proinsulin. Zdroj: Brandenburg D. (2008)

Reakce ptfed St€penim proinzulinu je zndzornéna na obrazku 1. Kulicky
reprezentuji  jednotlivé aminokyseliny: ¢ervené je oznacen C-peptid
s 31 aminokyselinami. Modra barva po stranach C-peptidu charakterizuje
aminokyseliny, které se v molekule po odstépeni jiz nevyskytuji. Zelené je A-
fetézec, Zlut¢ B-fetézec. Disulfidické mistky (Sed€) formuji velmi stabilni
strukturu. Retézce inzulinu v prekurzorové molekule vykazuji prostorové
uspotradani témeét identické s finalni molekulou inzulinu (Munte et al., 2005).
Prvni spekulace o existenci C-peptidu se objevily poté, co byly laboratorné
ziskany oba fetézce inzulinu, ovSem s velmi nizkymi vytézky. Don Steiner

a Philip Oyer po svém experimentu Vroce 1967 piedstavili hypotézu
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0 polypeptidu mezi fetézci inzulinu. Chance et al. navrhli pojmenovani C-
peptid na zaklad¢ charakterizace prase¢iho proinzulinu v roce 1968. Steiner a
Clark v témze roce zjistili, Ze po reoxidaci inzulinu lze nalézt vysoké vytézky
této latky. Zdalo se, ze proinzulin se podili na tvorb¢ disulfidickych mustkt
Vv inzulinu. Nasledujici experimenty s potkany ukazaly schopnost detekce C-
peptidu a ptitomnost dvou fetézcl inzulinu. Dale také bylo zjisténo, ze C-peptid
i inzulin jsou uvoliiovany v ekvimolarnich mnoZstvich. V roce 1969 byl
vyvinut prvni diferencialni imunotest umoznujici detekci C-peptidu v krevnim
séru. Postupné se zacal vyzkum zaméfovat na humanni medicinu. Aby bylo
mozné stanovit C-peptid, doslo k vyvoji metod RIA vyuzivajici 1311-Tyr-C-
peptid.  Pfipojeni tyrosinu umoznilo znaceni jodem a vyuziti
radioimunologickych metod. S rozsifenim metody RIA zacal byt C-peptid
posuzovan nejen u diabetikt, ale i pii vyskytech stavli hypoglykémie a béhem
OGTT testu, pii stavech ketoacidéz a ve vyzkumu jaterniho metabolismu.
Konformaci C-peptidu pak nastinily monoklonalni protilatky, které také
pomohly identifikovat antigenni determinanty pro lidsky inzulin (Brandenburg,

2008).

1 L] " 16 2 26 kh
human EAEDLQVGAQYV ELGGGPGAGS LQPLALEGSL Q
monkey EAEDPQVGQV ELGGGPGAGS LQPLALEGSL Q
guinea pig ELEDPQVEQT ELGMGLGAGG LQPLALEMAL Q
dog EVEDLQVRDV ELAGAPGEGG LQPLALEGAL Q
rat- EVEDPQVPQL ELGGGPEAGD LQTLALEVAR Q
rat-ll EVEDPQVAOQL ELGGGPGAGD LQTLALEVAR Q
sheep EVEGPQVGAL ELAGGPGAGG LEGPP Q
ox EVEGPQVGAL ELAGGPGAGG LEGPP Q
pig EAENPQAGAYV ELGGGLG G LQALALEGPP Q

Obrazek 2: Srovnani sekvence aminokyselin C-peptidu u riznych druh. Zdroj:

(Munte et al., 2005).

Z obrazku 2 je zfejmé, ze aminokyseliny na urcitych pozicich jsou evolu¢né
konzervované napii¢ druhy. Zejména kyselina glutamova na pozicich 1 a 5 je
pro vazbu C-peptidu vyznamna (Hills et al., 2008). Nicmén¢ existuji pozice, na
kterych jsou pfitomné rizné aminokyseliny v zavislosti na Zivo¢isném druhu
(Munte et al., 2005). Lze si rovnéz v§imnout neobsazenosti urcitych pozic (u
ovci, skotu a prasat), nebot’ délka C-peptidu se (stejné jako zastoupeni

MV

aminokyselin) 1isi napfi¢ druhy.



1.1.1 Struktura lidského C-peptidu

Jeden zprvnich modelt studujici konformaci C-peptidu pracuje
s infracervenou spektroskopii a Fourierovou transformaci. Experiment naznacil
jako nejpravdépodobnéjsi strukturu randomcoil tj. ndhodného klubka (Xie
etal., 1993). Dalsi prace vyuzivajici 2,2,2-trifluorethanol popisuji sklon ke
tvorbé Sroubovice (Henriksson et al., 2005). Stiedni segment polypeptidu
obsahuje zejména prolin a glycin. Tyto aminokyseliny dovoluji tvorbu raznych
struktur. Vypocetni studie ov§em piedstavila helix-turn-helix model C-peptidu,
tedy potvrdila existenci Sroubovic (Ido Y et al., 1997). Tento model byl
potvrzen substituci prolinu na urcitych pozicich N-terminalniho segmentu.
Nahrazeni znamenalo nizsi ochotu ke tvorb¢ Sroubovice. Pfitomnost alaninu na
pozicich 4,7,8 a 10 na N-termindlnim konci naopak podpofila helikalni
konformaci (Henriksson et al., 2005). V bilkovinach pravé hydrofobni rezidua

alaninu pfispivaji ke tvorbé a-helixu.

Detailni popis lze zejména nalézt ve studii Munte et al. (2005), kterd vyuzila
metody 2D NMR spektroskopie, umoziujici velmi vysoké rozliSeni. Pro lepsi
viditelnost struktur byla analyza provadéna vodnym roztokem s piidavkem
2,2,2-trifluoroethanolu. Vlastnosti fyziologického prostiedi se sice mohou
meénit a urCité popsané struktury odliSovat, ovSem zavéry byly porovnany i s
pfedchozimi provedenymi studiemi. Experiment potvrdil existenci velmi dobie
organizované oblasti 27. kyseliny glutamové a glycinu 31. Pravé tento
terminalni pentapeptid byl jiz v devadesatych letech navrzen jako aktivni misto

C-peptidu (Weiss et al., 1990).

1.1.1.1 N-konec

Cast skladajici se z alaninu na pozici 2 aZ leucinu v pozici 5 obsahuje vodikové
vazby. Uhly mezi rezidui na pozicich 3 a 4 ukazuji na pfitomnost otodky p-turn
typu I. Pravdépodobné¢ jde o druhou nejuspotradang;jsi strukturu C-peptidu hned
po termindlnim pentapeptidu, ktery bude popsan nize (Munte at al., 2005).
Kyselé pH sméfuje k preferenci sekundarni struktury p-listu v oblasti
termindlniho N-konce, zatimco ostatni segmenty C-peptidu zlstavaji ve

struktufe random coil (Unnerstéale, 2012). Landreh et al. (2014) ve své praci



ovSem upozoriiuji, ze neni k dispozici studie téchto struktur za vysokého

rozliSeni.

1.1.1.2 Pozice 9-12, 15-18, 22-25

Jedna se o tfi oblasti, definované glutaminem na pozici 9 az leucinem na pozici
12, glycinem na pozici 15 az alaninem v pozici 18 a glutaminem na pozici 22
az alaninem v pozici 25. Pro kazdé reziduum ve vymezeném regionu existuje
velké mnozstvi moznych konformaci, které muze reziduum zaujimat
(zndzornéno Rachamandrovym plotem). Naméfené délky vazeb také

neodpovidaji pfitomnosti vodikovych vazeb.

1.1.1.3 Oblast kyseliny glutamové 27 — glycinu 31
Jedna se o jiz vySe zminény pentapeptid, reprezentujici nejusporadané;si
strukturu C-peptidu. Existuje pouze omezené mnozstvi moznych konformaci,

definovat dobie 1ze také orientaci postrannich fetézct, zejména u leucinu.

A 9

Obrazek 3: Konformace terminalniho pentapeptidu. Zdroj: Munte et al., 2005



Na obrazku 3 vidime prostorovou konformaci terminalniho pentapeptidu.
Moznou, ale mén¢ preferovanou konformaci vykazuje leucin v pozici 30.
Ptitomnost otocky B-turn typu Il zna¢i uhly mezi glycinem 28 a serinem 29.
Tento typ je v bilkovinach pomérné vzacny, nicméné velmi jasné definovany

(Munte et al.,2005).

1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

C-peptid napfi¢ savéimi druhy neobsahuje aromatické aminokyseliny,
hydrofobni rezidua jsou taktéZ malo zastoupena. Tyto vlastnosti ukazuji na
dobrou rozpustnost ve vodnych roztocich. Izoelektricky bod huméanniho C-
peptidu je 3,45. Tuto hodnotu ovliviluyji hojné zastoupené kyselé
aminokyseliny. N-terminalni konec ma vliv na spravnou formaci proinzulinu.
Experimentalné provedena delece ¢i substituce rezidui v oblasti 3-6 snizila
schopnost tvorby pozadované struktury proinzulinu o 60-80 % (Chen et al.,
2002). Analyzy sekvenci inzulinu a C-peptidu odhalily specificky vyvoj obou
fetézcli a N-terminalniho konce C-peptidu tak, aby bylo zajisténo spravné
slozeni inzulinovych fetézcti (Wang et al., 2012). Pti skladovani v sekrecnich
granulich vykazuje inzulin tvorbu oligomerti. Prav€é C-peptid pfispiva ke
spravnému vytvoreni fetézci neutralizaci naboje mezi C-peptidem a inzulinem
za granuldrniho pH 5,5 (Landreh et al., 2012, Nettleton et al., 2000). Hlavni
podil na neutralizaci maji nabité zbytky Glu 1, Glu 3 a Glu 11 (Nerelius et al.,
2010). Proces neutralizace je reverzibilni, ke zmén¢ dochézi v krevni plazmé
zvySenim hodnoty pH na 7,5. Tento mechanismus podporuje hypotézu o roli
C-peptidu v udrzovani rovnovahy mezi riznymi stavy inzulinu v sekre¢nich
granulich (Landreh et al., 2013). Nejvétsi stabilitu vykazuje C-peptid za pH 7,4
a teploté 37°C. Naopak k degradaci dochazi pti vychyleni pH obéma sméry (Li
et al.,, 2003). Je patrné, Zze podminky pro stabilitu C-peptidu se shoduji

s fyziologickym prostfedim organismu.

1.3 Tvorba C-peptidu

Inzulin byl popsan v roce 1967, ve stejné praci byl také charakterizovan jeho

prekurzor, proinzulin (Steiner et al., 1967). Pravé Stépenim této molekuly
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dochazi ke vzniku inzulinu a C-peptidu. K tomu dochazi pomoci endopeptidaz,
pfi¢emz endopeptidaza typu I §t€pi proinzulin mezi C-peptidem a B fetézcem,
zatimco endopeptidaza typu II plisobi na strané A fetézce. Dvojice bazickych
aminokyselin na obou stranach C-peptidu jsou odstranény karboxypeptidazou
H (Munte et al., 2005). Tento enzym, znamy také jako karboxypeptiddza E
(EC 3.4.17.10) umoznuje odStépeni argininu nebo lysinu z polypeptidi
(databaze BRENDA, 2022). Nasledné jsou obé chemické latky skladovany
v sekrecnich granulich B-bun€k pankreatu a uvolnény v ekvimolarnim

mnozstvi (Yosten et al., 2014).

Obrazek 4: Molekula proinsulinu. Zdroj:
proteopedia.org/wiki/images/d/db/Proinsulin.jpg (upraveno).

1. 4 Metabolicky efekt C-peptidu

Z chemické povahy C-peptidu a podobnosti s peptidickymi hormony byla
predpokladana existence specifického receptoru (Hills et al., 2008).
Kandidatnimi se staly receptory spfaZzené s G-proteinem, nachdzejicich se na
cytoplazmatické membrané (Rigler et al., 1999). Za jeden z hlavnich receptort
byl povazovan GPR146, nicméné studie z poslednich let tuto domnénku
nepotvrdily (Lindfors et al.,2020). C-peptid ovliviiuje drahy zavislé na Ca?*,



Na*/K" ATPazu, endotelidlni NO syntdzu. Pravé studie C-peptidu a Na'/K*
ATPazy poukazaly na moznost ovlivnéni intracelularnich enzymut C-peptidem
(Hills et al., 2008). V ledvinnych tubulech krys C-peptid v davkach 101 -108
mol/l stimuloval aktivitu Na*/K* ATPazy. Tato studie je pfitom zasadni pro
dalsi provedené experimenty zabyvajici se stimulaénim u¢inkem C-peptidu na
Na'/K* ATPazu, zaroven byla zjisténa synergic mezi C-peptidem a taktéZ
pfitomnym neuropeptidem Y (Ohtomo et al., 1996). Jedna se o pankreaticky
polypeptid, u ¢lovéka jej lze najit v centralni i periferni nervové soustaveé
(Tatemoto et al., 1982). NPY je produkovan sympatickymi neurony a dieni
nadledvin. Podili se na regulaci homeostazy kardiovaskularniho systému. Dalsi
regulace jsou zajistovany na trovni imunitniho systému, v souvislosti s C-
peptidem je namisté zminit podil na regulaci piijmu potravy (Batterham and
Bloom, 2003). NPY pusobi jako stimulant chuti k jidlu, podani do hypotalamu
zpusobilo prejidani a obezitu. Receptory pro NPY ovliviiujici piijem potravy
jsou receptory Y1 a Ys. V piipadé vytazeni Y1 doslo jen k nizkému omezeni
pfijmu potravy a pozdéji se rozvinula obezita. Knock-out mysi pro Ys trpély
obezitou a konzumovaly vys$§i mnozstvi potravy. Mysi s deficitem obou
receptort snizily pfijem potravy, ale v pozd¢jsim stadiu vykazovaly zvySenou
adipozitu (Nguyen et al., 2012). Pravé tyto receptory se fadi k receptorim
spiazenych s G-proteinem (Batterham and Bloom, 2003). Tento typ receptort
obsahuje po jedné extracelularni a intracelularni domén¢, dale sedm domén
transmembranovych. Jejich funkci je prevod signalu z vnéj$iho prostiedi na
fyziologickou odpovéd’ buiky (Fredriksson, 2003). Stimulaéni ucinek C-
peptidu na Na'/K* ATPazu nebyl pozorovan v buiikach s pFitomnosti
pertusového toxinu. Stejny ucinek vyvolala pfitomnost FK-506, inhibitoru
proteinové fosfatizy regulované kalmodulinem a Ca?* jonty, ktera se ucastni
pienosu vapnikovych iontli v Ca?* dependentnich signaliza¢nich drahach (Azzi
et al., 2013). Studie z devadesatych let zjistily zlepseni funkce ledvin pfi
podavani C-peptidu spolecné s inzulinem u diabetickych pacientli (Johansson
et al., 1993), dale také zlepSeni funkce autonomniho nervstva (Johansson et al.,
1999). Kunt et al. (1999) dospivaji k zadvéru, ze C-peptid snizuje mnozstvi
deformovanych Cervenych krvinek u diabetickych pacienti. Tyto zavery by
mohly vychéazet pravé z acinku C-peptidu na Na*/K" ATPazu (Hills et al.,
2008). Jiz zminény NPY ma schopnost aktivovat MAP kindzu. Na zdkladé
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ptredchozi studie C-peptidu a NPY byla pro dalsi experiment zvolena buné¢na
linie Swiss 3T3, dale bunécné klony 3T3-L1 a 3T3-F442A, schopny
diferenciace v adipocyty napiiklad po oSetfeni dexametazonem, dale svalové
bunky potkana LesEg , bunky odvozené od lidského hepatocelularniho
karcinomu HepG2, gliomové bunky C6, dale NG108.15, hybridom mezi
C6BU-1 a bunkami neuroblastomu N18TG-2; potkani somatomamotrofni
(placentarni) bunnky GH4C1. Byly pouzity tfi typy C-peptidu: lidsky a dva typy
potkanich. Bylo zjisténo, ze vSechny typy C-peptidu aktivovaly fosforylaci
MAPK u 3T3 a 3T3-F442A bungk, u vsech dalsich typt bun¢k nikoli. U 3T3-
L1 bunék byla zvysena bazalni fosforylace, proto byl u téchto bunék testovan
stimula¢ni ucinek inzulinu. Zatimco inzulin V téchto bunkach fosforylaci
MAPK zvysil, na C-peptid tyto buniky nezareagovaly. Fosforylace vyvolana C-
peptidem byla zavisla na Case a koncentraci. Maximalni hodnoty bylo dosazeno
v 1. minuté a davce 1 nM C-peptidu. Koncentrace 100 nM jiz nebyla G¢inna.
Dale byly buiiky 3T3 oSetfeny NPY a fosforylace p44 a p42 MAPK se zvysila
2-6krat. Utinky C-peptidu byly blokovany pertusovym toxinem a dale
inhibitorem PD 88059. Tento zavér se shoduje s vysledky ptfedchozich
experimentl, znovu tedy byla vyslovena domnénka o existenci receptoru pro
C-peptid pattici do rodiny GPCR receptorti (Kitamura et al., 2001). MAPK jsou
evoluéné konzervované enzymy, které lze rozdélit do tfi rodin: ERK
(extracelularnim signdlem regulované kindzy), JNK (c-Jun N-terminalni
kinazy) a p38 MAPK. Aktivaci ERK vyvolavaji nejcastéji rastové faktory, INK
a p38 ovliviiuje pusobeni stresu nebo prozanétlivych cytokint (Dent et al.,

2003). Kaskady MAPK kinazy vysvétluje obrazek nize.
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Obrazek 5: Kaskady ERKS, p38, INK, ERK1 / 2. (Keshet and Sheget, 2010.

upraveno).

Dalsi puasobeni C-peptidu na Na*/K* ATPazu bylo studovano na ovlivnéni
vazopresinového  receptoru = VCAM-1. V lidskych  fibroblastech
a mezangialnich bunkach zpisobil C-peptid expresi tohoto receptoru na tirovni
RNA i proteinu. Upregulace VCAM-1 a nasledné zvySeni u¢inku vazopresinu
vede ke zvySeni aktivity Na*/K* ATPazy (Maestroni et al., 2005). Ve studiich
s terapeutickym podavanim C-peptidu pacientim s diabetem typu 1 je
opakované prezentovano zlepSeni pratoku krve ke tkdnim a organtim.
Vazodilata¢ni ucinky C-peptidu objasnila studie pracujici s endotelidlnimi
bunikami aorty krav. Postprandidlni koncentrace C-peptidu 6,6 nM zpusobila
intracelularni zvy$eni arovné Ca" ionti a nasledné uvolnéni NO. C-peptid by
mohl pozitivné plisobit na Ca®* senzitivni endotelialni NO syntazy tim, ze
zpusobi zvySeni intracelularni koncentrace vapnikovych iontti (Wallerath et al.,
2003). Déale byla pozorovéna upregulace genu pro eNOS po stimulaci C-
peptidem (Kitamura et al., 2003). Na transkripci tohoto genu se podili vyse
zminéna ERK MAPK. Proto byla na endotelidlnich buiikach plicnich kapilar
mysi (LEII) zkoumana schopnost C-peptidu aktivovat transkrip¢ni faktory. C-
peptid aktivoval ERK MAPK a p38, zatimco inzulin pouze ERK (Kitamura et

al., 2002). V kontrastu s touto studii bylo na humannich burikach proximalnich
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tubuld ledviny zjisténo, ze C-peptid nema na p38 aktivaéni ucinek. V
ptitomnosti C-peptidu doslo k fosforylaci INK, ERK 1 a 2, dale translokaci
PKC delta a epsilon. Pravé tento jev se zda byt kli¢ovy pro aktivaci ERK1/2 a
JNK. Aby mohla byt aktivovana samotna PKC, je zapotifebi diacylglcerolu
vznikajiciho hydrolyzou membranovych fosfolipidii umoznénou fosfolipazou
C. Pokud doslo k inhibici fosfolipazy C, byl inhibovan G¢inek C-peptidu na
fosforylaci ERK1/2 a JNK, translokaci PKC delta. Opét také doslo k inhibici
efektu C-peptidu pertusovym toxinem. Vysoké koncentrace C-peptidu, tj. nad
fyziologickou hladinou, mély pouze minimalni efekt ve srovndni
s fyziologickymi hladinami (Zhong et al., 2004). Dle této studie taktéz C-peptid
umoziuje translokaci RhoA z cytoplazmy do membrany. RhoA je GTPaza
s aktivaénim u¢inkem (Loirand and Pacaud, 2010). Pravé tyto malé¢ GTPazy
mohou predstavovat uréity mezikrok v aktivaci MAPK, zavislé na PKC.
Translokace RhoA je klicova pro aktivaci Akt, enzymu, jehoZ aktivace je
popsana nize. Zhong et al. (2004) ve své praci poukazali na rozdilné vysledky
pozorovanych efekti C-peptidu v zavislosti na zvoleném modelu: Ize vidét

rozdily jak mezi druhy, tak bunéénymi typy.

Ptiblizné byla popsana aktivace MAPK prostiednictvim C-peptidu nasledovné:
C-peptid se vaze na receptor sprazeny s G-proteinem, dojde k aktivaci
fosfolipdzy C. Dojde k vzrstu intracelularni koncentrace Ca®* iontd,
nasledkem ¢ehoz jsou stimulovany urcité izoformy protein kinazy C. Prob&éhne
aktivace a translokace RhoA zavisla na PKC. Nasledné dojde k aktivaci MAPK
(Hills and Brunskill, 2009). Mezi dalsi enzymy, které C-peptid ovliviiuje, jsou
P1-3-kinazy. Jelikoz se jedna o latky klicové v signalnich drahach inzulinu, ve
vyzkumu diabetu jsou intenzivné studovany. Jejich funkci je fosforylace
hydroxylové skupiny inositolu v molekule fosfatidylinositolu. Podili se na
regulaci rozmanitych bunéénych procest-rist, proliferace, diferenciace a
intracelularni pfenos. Pravé PIl-3-kindzy aktivuji jednu z proteinkindz,
proteinkindzu B, zndmou pod zkratkou Akt (Vanhaesebroeck et al., 2001).
V CD* lymfocytech Src kinazy aktivuji PI-3-kinazy, ty ndsledné aktivuji Rho
GTPazy, dochazi ke stimulaci Rho kindzy a LIM kindzy. Tyto enzymy plsobi
na fetézec myozinu a kofilin, ¢imz je usnadnéna kontrakce a migrace bunéck

(Aleksic et al., 2009). Obecné ptijimané ptimé dusledky ptisobeni C-peptidu na
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P1-3-kindzu jsou: zvyseni proliferace tubularnich buné¢k ledvin a neuront (Al-
Rasheed et al.,2004), (Li et al., 2003). Dale zvySena migrace T bun¢k (Walcher
et al.,2004). P1-3-kinaza také figuruje ve studii prezentujici t¢inky C-peptidu a
inzulinu na receptory v aktivované proliferatorem peroxizomu (PPARY), kde
ob¢ latky zptsobily fosforylaci PI-3-kindzy a tim aktivaci PPARy drédhou
nezavislou na pfitomnosti ligandu (Al-Rasheed et al., 2004). Tyto receptory
predstavuji cil peroralnich antidiabetik, thiazolidindionti, vyuzivanych pii [é¢bé
diabetu typu II a ovliviiujicich metabolismus lipidl a sacharidt prostfednictvim
regulace geni fidicich homeostazu téchto zivin ptes PPARy receptory. Ve
srovnani C-peptidu a inzulinu na PPARY byl C-peptid ucinngjsi (ECso 4 nM),
nez inzulin s ECso 10 nM. Uginek C-peptidu byl op&tovné rugen pertusovym
toxinem. (Al-Rasheed et al., 2004). Dimer PPAR/RXR tvoii vazbu s ,,hormon
responsivnim elementem* oznacovanym jako PPRE. Tento element Ize nalézt
v oblasti promotoru genu pro lipoproteinovou lipazu. Pravé tento enzym se
uplatiiuje v regulaci metabolismu lipidu (Chinetti et al., 1998). C-peptid také
vykazoval schopnost indukovat expresi gent regulovanych PPARy. Mezi
takové se fadi gen pro scavenger receptor CD 36. Tento receptor hraje dulezitou
roli v preventivnim pusobeni proti inzulinové rezistenci (Al-Rasheed et
al.,2004). Tento transmembranovy receptor se nachazi na krevnich desti¢kach,
erytrocytech, makrofazich, monocytech a endotelovych buiikach (Bordessoule

et al.,1993).

Ackoli urcité ucinky C-peptidu mohou byt podobné plisobeni inzulinu, jeho
receptorovy a signaliza¢ni systém je odlisny (Hills and Brunskill, 2008).
Poslednim Uc¢inkem je pak upregulace syntézy glykogenu ve svalovych
bunikdch (Grunberger et al., 2001). Dalsi studie se zaméfily na potencidlni
protektivni Uc¢inek C-peptidu u diabetické nefropatie, Castou komplikaci
spojenou s diabetem. Pro experiment byly pouzity bunky proximalnich tubult
ledvin vadice, byl aplikovan TNF-o v davce 300 ng/ml (Al-Rasheed et al.,
2006). Prave tento cytokin peptidové povahy se povazuje za ptivodce atrofie a
apoptozy bunék tubulii ledvin €asto ptitomnych u postiZzeni ledvin zplisobeného
diabetem. TNF-a mtize vyvolat diferenciaci, proliferaci, zanét a bunécnou smrt
interakci s TNF R1 a TNF R2 (Wajant et al., 2003a). Dojde-li k vazbé TNF-a

na TNF R1, jsou aktivovany drahy zahrnujici kaspazy a vedouci k apoptoze.
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TNF R2 patii k receptorim interagujicim s proteiny TRAF. Jedn4 se o domény
schopné aktivace kaskad vedoucich k expresi genu (Wajant et al., 2003b).
Pravé TRAF 2 a NF-kB se podili na regulaci antiapoptotickych faktorti. NF-xB
pusobi jako hlavni molekula ur¢ujici, zda bunka projde apoptézou (Hills and
Brunskill, 2008). Experiment ukazal, ze v bunkach oSetfenych C-peptidem
nebo inzulinem, byla uroven apoptodzy vyvolané TNF-a snizena. Ob¢ testované
latky aktivovaly NF-xB, koncentrace a kiivky aktivace byly odlisné. Inzulin
s maximalni koncentraci 100 nM vykazoval sigmoidalni kiivku, zatimco C-
peptid v maximalni koncentraci 5 nM tvofil kiivku ve tvaru zvonu. Opét byl
potvrzen inhibi¢ni G€inek pertusového toxinu na C-peptid. DalSim jevem
ukazujicim na existenci specifického receptoru spfazenym s G-proteinem, byla
schopnost C-peptidu stimulovat vazbu GTPyS (analog GTP aktivujici G-
protein), na Gai (podjednotka G-proteinu inhibujici tvorbu cAMP). Efekt C-
peptidu dle této prace spociva ve schopnosti aktivace exprese genl pro latky
zabranujici apoptoze, jako je TRAF 2 (Al-Rasheed et al.,2006). I dalsi studie

zkoumajici vliv C-peptidu na izolovanych lidskych bunikach pankreatu

Efekty C-peptidu

Funkce PI-3-kinaza VCAM-1 Sbaleni inzulinu

o dotel
udinek Fosfolipaza C enlo¢ l I \

l eNOs Src kinaza
diacylglycerol Na/K

Anti-apopticky MAPK

ATPaza Prevence tvorby
Exprese Aktivace @ | /| T oligomert
Bcl2 NF-kB
translokace RhoA
PKC LIM
l /
Proliferace
RhoA /migrace Vliv na
J bunék PPARY
ERK %
JNK

Obrazek 6: Metabolické efekty C-peptidu (Voltrova, 2023).
potvrzuje, ze C-peptid snizuje troven apoptdzy bunék. Nasledkem je zvySena
exprese mRNA pro protein Bcl2, ktery danému procesu zabranuje (Bugliani

et al., 2007). Efekty C-peptidy jsou schematicky znazornény na obrazku 6.
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Bylo zjisténo, ze C-peptid také aktivuje alfa-enolazu. Interakce probiha mezi
kyselinou glutamovou na pozici 27 C-peptidu a lysinem Kazs enzymu. Na
zaklad¢ tohoto poznatku byla vyslovena domnénka o alfa-enoldze coby
receptoru pro C-peptid. (Ishii et al., 2012) Alfa-enolaza je enzym katalyzujici
preménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat. Vyskytuje se na povrchu
monocytl, T a B lymfocytii, bun¢k nervové soustavy, endotelidlnich bungk,
kde ptedstavuje receptor pro plazminogen (Diaz-Ramos et al.,2012). Mohla by
tedy existovat jista souvislost mezi plazminogenem a C-peptidem, at uz
kompetice o receptor, ¢i jina specificka vlastnost ovlivitujici aktivaci enzymi

glycidového metabolismu.

1.5 Vyznam C-peptidu pri stanoveni glycidového obratu

Vysetfeni C-peptidu zatim nepatii k rutinné ptfedepisovanym vySetienim
u nediabetickych pacientd. Pfi hodnoceni glycidové dynamiky je vSak indikace
tohoto vySetfeni namisté. C-peptid totiz reflektuje velmi dobie produkci
inzulinu, protoZe neni jatry tak rychle metabolizovan. Vyhodu také pfedstavuje
delsi Cas v cirkulaci na rozdil od samotného inzulinu. Biologicky polocas
inzulinu v krvi je 3-5 minut, C-peptidu 20-30 minut (Leighton et al. 2017).
Cirkulujici mnozstvi C-peptidu je proto zhruba pétkrat vyssi. Nelze opomenout
fakt, Zze koncentrace C-peptidu neni rovnéz ovlivnéna exogennim inzulinem
(Jones et al., 2013). VySetfeni C-peptidu mtize pomoci pii rozhodovani, zda

indikovat 1é¢bu inzulinem (Friedecky et al., 2015).

Existuji i studie zamé&fujici si na hladiny C-peptidu v téhotenstvi. Jejich
vysledky jsou ov§em rozporuplné. Jedna ze studii zjistila zvysené hladiny C-
peptidu v t€hotenstvi u zen s diagnostikovanym diabetem typu 1. Studie
piiklada tento zavér zvyseni funkce B-bunck pankreatu, coz je spojovano
s vys$$i regulaci glykémie béhem t¢hotenstvi (Nielsen et al., 2009). ZvySené
koncentrace C-peptidu prezentovala i studie zabyvajici se mechanismy
pfispivajicimi ke zlepSeni funkce fB-bunék u gravidnich Zen
s diagnostikovanym diabetem typu I (Nalla et al., 2020). Studie provedena o tfi
roky pozd¢ji s cilem ovéfit Casto uvadéné zvysSovani hladin C-peptidu u rodicek

s diabetem typu I, ovSem tyto vysledky nepotvrdila. Autofi ve studii vyzvali ke
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standardizaci postupu méteni hladin C-peptidu u téhotnych diabeti¢ek (Murphy
etal., 2012).

V soucasnosti Ize najit studie hodnotici C-peptid spolu s dalsimi glykemickymi
parametry, jak u diabetickych, tak zdravych jedinct. Vysledky téchto studii
rozebira kapitola 2. Vysetfeni C-peptidu vSak bude s velkou pravdépodobnosti
nabyvat jesté vétsitho vyznamu. V poloviné roku 2021 byla publikovéna studie
zabyvajici se souvislosti mezi hladinami C-peptidu a subklinickym poskozenim
myokardu, ktera tuto zavislost potvrdila (Chen et al., 2021). Zajimavym
védeckym problémem v budoucnu mize byt vyzkum souvislosti mezi

poruchami metabolismu glukédzy a stresovymi udalostmi (Thota et al., 2017).

Proc¢ je vysetieni C-peptidu zatim spiSe opomijenym? Diivodem miize byt fakt,
ze C-peptid byl dlouho povazovan za inertni molekulu bez fyziologického
vyznamu (Wahren et al., 2000). Dal§im z moznych diivodi miize byt také mala
informovanost bézné populace, nebot’ samotny diabetes je prezentovan spise
Ve spojitosti s méfenim glykémie, Gpravou stravy, 1é€bou inzulinem. Co se tyka
ptredpisu vySetfeni C-peptidu samotnymi lékati, mohou zde hrat roli ovéiené
stereotypy pouzivané pii diagnostice diabetes mellitus, kdy rozhodujici jsou
parametry glykémie, dale pak pfitomnost klinickych pfiznakl, piipadné
vysledky OGTT testu. Indikace vysetieni C-peptidu u nediabetickych pacienti
by vSak mohla odhalit poc¢inajici inzulinovou rezistenci, ktera muze vést az
k metabolickému syndromu. A ackoli je dnes patrna snaha o vice
personalizovanou, konkrétni ,,na miru uSitou* l1écbu, prakticky lékaf ma jen
vyjimecné dostatek Casu obsahnout komplexitu obtizi, s nimiz pacient ptichazi,
natoz odhalit doposud nevyrazné symptomy. Problematické je také
zanedbavani preventivnich prohlidek a feSeni aZ vzniklych problému. Pfitom
feSeni samotné inzulinové rezistence je méné nakladné, nez 1é€ba komplikaci

metabolického syndromu.

Dalsi problematikou je dostupnost samotného stanoveni hladiny C-peptidu:

wvewr

byt dostupné zejména ve zdravotnickych zatizenich menSich mést a obci.
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1.6 Metody stanoveni C-peptidu

C-peptid 1ze stanovit metodami RIA nebo ELISA (Solaf, 2011). K jejich
jejichz vyhodami jsou absence specidlni pripravy vzorku a dobra pronikavost
sténou zkumavky. Znaceni radioaktivnim izotopem ovSem méni hmotnost
a vlastnosti molekuly. Metoda RIA funguje na principu kompetice zna¢eného
a neznacen¢ho antigenu o malé mnoZzstvi neznacené protilatky. Detekovat 1ze
hormony, 1é¢iva, biomarkery, protilatky, vitaminy a koagulacni faktory. Ackoli
patii RIA k jedné z prvnich radioimunologickych metod vyuzivajicich gama
zatfeni, dnes jeji popularita klesd. Divodem je vyvoj citlivéjSich metod, déle
vysoka cena a nestdlost radioizotopl. Nelze opomenout ani radiaéni zatéz

(Cibicek and Vacek, 2014).

ELISA se fadi k heterogennim metodam, tzn. reaktant se vaZe na pevnou fazi.
Provedeni miize byt kompetitivni, kdy o imobilizovanou monoklonalni
protilatku soupefi znaceny antigen a neznaceny analyt. Po pfidani substratu je
méfena intenzita signalu nepiimo umérnd koncentraci analytu. Od charakteru
analytu se odviji nekompetitivni uspotadani: pro stanoveni antigenu se uziva
sendvicového testu, protilatka je ukotvena k pevné fazi. Detekce protilatky
vyzaduje naopak ukotveni antigenu. Intenzita zabarveni je koncentraci imérna
pfimo. ELISA ma velmi podobné vyuZiti jako RIA, nezastupitelnou roli hraje
pii méfeni proteint (Cibicek and Vacek, 2014). Pro zdravotnicka zatizeni jsou
dostupné plné automatizované analyzatory umoZiujici zpracovani velkého

mnozstvi vzorkd.

Problémem pii stanoveni C-peptidu je doposud neexistujici jednotny
a standardizovany protokol pro detekci a referencni rozmezi. Lze vidét
pomérn¢ velké rozdily mezi nazory na optimalni rozmezi hodnot C-peptidu.
Nejen odborné studie, ale i produkty urcené pro diagnostiku nemaji jednotny
design a detekce pak probiha v riznych rozmezich (Kron et al., 2020). MZ CR
povazuje za fyziologické hodnoty v rozmezi 210-930 pmol/l, je mozny také
interval 300-1300 pmol/l (MZ CR, 2022). Zde tedy vyvstava otizka, co
znamena nedetekovatelna hodnota C-peptidu; tento zavér se mize zakladat na
skute¢né absenci vlastni tvorby inzulinu, nicméné pficinou miize byt i analyza

V uzsim referen¢nim rozmezi a typ pouzitého analyzatoru. Jednou z moznych
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metod pro stanoveni C-peptidu by mohla byt v dalSich desetiletich detekce C-
peptidu z vlast. Autofi vychazeji z poznatkd o detekci zejména steroidnich
hormonii pravé z tohoto biologického materialu. Vyhodou této metody by
mohlo byt zjisténi dlouhodobého stavu sekrece inzulinu bez nepiijemnych
vedlejSich ucinkl provokacnich testi, dale snadny odbér vzorku pro analyzu.
Byla také zjisténa zavislost mezi hodnotami glykovaného hemoglobinu
a glukozy, korelujici se zaveéry predchozich studii vyuzivajicich doposud
pouzivané metody pro stanoveni C-peptidu. Autoii vyzvali k dalsSim studiim
S vét§im mnozstvim vzorkll a se zaméfenim na vlivy potencialné ovliviujici
interpretaci vysledki (Abdulateef et al., 2020). Ackoli by navrzeny zpusob
mohl mit ur¢ité vyhody, momentalné se jednd o dalSi metodu bez jasné
validovaného protokolu pro méfeni. Nicméné existuje navazujici studie
zabyvajici se moznosti detekce C-peptidu v nehtech a vlasech, dale pfitomnosti
C-peptidu v téchto strukturach u pacienti s diabetem typem I, pro které jsou
typické nizké az neméfitelné hodnoty. Vysledky ukazaly pfitomnost C-peptidu
ve vlasech i nehtech jak zdravych, tak diabetickych osob, pficemz nizsi hladiny
se vyskytovaly u diabetikt, ke stejnému vysledku dospélo mnoho dalsich
studii. Byl tedy navrzen dal$i zpisob, jeho zasadni mezerou, stejné¢ jako
Vv piipadé¢ meéteni C-peptidu z vlast, je nesoulad mezi hodnotami v krevnim
séru a vlasy/nehty. To bylo vysvétleno moznym zjist€énim nejen bazélni, ale
I prandialni sekrece, na rozdil od detekce v séru (Salih et al.,2020). Krom¢ toho
je nutno vzit v potaz, zda je mozné srovnavat peptidickou molekulu C-peptidu

s chemicky odlisnou strukturou steroidnich hormont.

1.6.1 Stanoveni koncentrace C-peptidu z krevniho séra

Vyzaduje pouze kratkodobou spolupraci pacienta pii odbéru vendzni krve.
Referen¢ni interval se pohybuje mezi 260-1730 pmol/l (Methodology of C-
peptide, 2021). Vysetieni nelze provadét vrezimu statim. Pro optimalni

vysledek se doporucuje nemrazit sérum opakované.

1.6.1.1 DalSi metodika stanoveni C-peptidu
Existuji dalsi tfi definované stavy, kdy Ize C-peptid stanovit (Solat, 2011).
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1.6.2.1.2 C-peptid nalacno, po stimulaci glukagonem i.v.

Pacient pfichdzi nala¢no, je mu podano intravendzné 1 mg glukagonu. Odbér
krve je proveden po 6 minutach. Naméfend hodnota by se méla
u nediabetickych pacient pohybovat okolo 1200 pmol/l. Diabeticky pacient na
stimulaci nezareaguje, hodnota C-peptidu se bude nachazet pod dolni hranici

referen¢niho rozmezi, tj. pod 260 pmol/l (Methodology of C-peptide, 2021).

1.6.2.1.3 C-peptid nalacno a po definovaném piijmu
Prvni odbér je proveden nala¢no. Déle pacient pozie definovanou porci: 100 g
chleba, 1 zervé/syr typu Lucina, nebo 125 g nizkotu¢ného tvarohu, 1 vejce.

Dovolen je hotky ¢aj. Po 60 minutach je odbér opakovan.

1.6.2.1.4 C-peptid nala¢no a v pritbéhu OGTT testu

Tti dny pfed provedenim pacient neomezuje piijem sacharidl, lacnéni pred
provedenim testu by mélo trvat 10-14 hod. Prvni odbér proveden nalacno,
nasleduje OGTT test, tj. je podano 75 g glukdzy, standardné odbéry opakovany
v 60. a 120. minuté. Nicméné mohou byt ptidany dalsi odbéry po 30, 45 a 180
minutdch (Solat, 2011). Béhem sledovaného obdobi se vysetfovanad osoba musi

vyvarovat zvySené fyzické ndmahy.

Tabulka I.: Zmény koncentrace C-peptidu v pribéhu OGTT testu (podle Solaf,
2011).

Cas Koncentrace

(minuty)  (pmol/l)

0 300-1200
30 do 1800
45 do 2500
60 do 2800
90 do 2000
120 do 1600
180 do 1200
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V prubéhu OGTT testu se koncentrace C-peptidu méni (Tab. 1.). Nejvyssi by
meéla byt hodinu po ptisunu glukozy, poté by méla klesat — stejné jako hladina
inzulinu v krvi. I zde je tedy mozné vidét schopnost C-peptidu urcit
fyziologickou ¢i naopak patologickou odpovéd organismu. OGTT dnes
predstavuje pravdépodobné nejlepsi zpusob, jak zhodnotit hospodateni téla se
sacharidy. Pacient muze trpét urCitym diskomfortem, zplisobenym at uz
nutnosti vypit roztok glukézy v kratkém casovém intervalu, nebo omezenim

pohybu po relativné dlouhou dobu.

1.6.2.2 Stanoveni koncentrace C-peptidu z moci

C-peptid je mozno detekovat v moci. Koncentrace C-peptidu v mo¢i odpovida
5-10 % celkové sekrece této molekuly pankreatem. Tato metoda vyZzaduje
fadnou spolupraci pacienta: hladina C-peptidu je stanovovana ze vzorku moci
sbirané 24 hodin. Tuto metodu neni vhodné pouzivat u pacientii s rendlni
insuficienci (Leighton et al., 2017). Existuje zde také rozdil mezi hodnotami
zjisténymi u zen a muzi. Hodnota UCPCR (Urinary C-peptide creatinine ratio)
byla u Zen 1,48krat vyssi. Tento rozdil je ptikladan menSimu objemu svalové

hmoty u zen v porovnani s muzi (Thomas et al., 2012).

2. Parametry hodnocené spolecné s C-peptidem

2.1 Vztah C-peptidu a glykemickych parametru

Glykémie (hladina cukru v krvi), patii na rozdil od C-peptidu K rutinné
predepisovanym vySetfenim. Referen¢ni rozmezi se pohybuje mezi 3,9-
5,6 mmol/l u odbéru nala¢no (Methodology of glucose, 2022). Zvyseni lacné
glykémie nad 7,0 mmol/l mliZze naznacovat onemocnéni diabetem. Nutnosti pro
vysloveni diagnozy je proto opakovany odbér akreditovanym pracovistém,
nikoli glukometrem, nebo ptfitomnost typickych klinickych ptfiznaka. Lze také
provést OGTT, toto vySetfeni je béZn¢ indikovano t€hotnym zendm, dale u osob
s podezienim na diabetes mellitus. ZvysSené riziko diabetu, prediabetes,

oznacuje stav, kdy se hladina glukozy v krvi pohybuje mezi 5,6-6,9 mmol/l
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(Friedecky etal., 2019). Pii hodnoceni C-peptidu spole¢né s glykémii,

inzulinem, HOMA IR a BMI se hodnoty glykémie v ramci referen¢niho

Tabulka II: Hodnoty glycidového obratu ¢asto hodnoceny s C-peptidem (Voltrova,

2023).
Ukazatel Hodnota
Glykémie cca stala
HDL Nizsi
cholesterol

Triacylglyceroly Vyssi

Glykovany Vyssi

hemoglobin

C-peptid
(260-1730 pmol/l)

Celé ref. rozmezi

u vys$i hranice

ref. rozmezi

u vys$si hranice
ref. rozmezi

spiSe  u  vysSsi
hranice ref.

rozmezi

Pro¢?

Zhodnoceni pomoci
indextt vychdzejicich z
glykemickych clampii.
Mnoho studii se shoduje,
ze mezi  hodnotami
existuje vztah. Porucha
metabolismu lipidi.
Kritérium metabolického
syndromu.

Dlouhodoby rezim

pacienta, dieta.

rozmezi (260-1730 pmol/l) hodnot C-peptidu pohybuji u nediabetickych

pacientii mezi 5,3-5,6 mmol/l (Kron et al., 2020). Lze si v§imnout relativné

uzkého rozmezi; vysvétlenim muize byt snaha organismu o zachovani stalé

hodnoty glykémie a tim o udrZzeni homeostazy. Dal§im parametrem, ktery lze

smysluplné hodnotit spole¢né s C-peptidem, patii hodnoty HDL cholesterolu.

Jedna se o lipoproteiny zajist'ujici transport cholesterolu z tkanovych bunék do

jater, kde je cholesterol dale metabolizovan. Niz§i hodnoty HDL cholesterolu

byly naméfeny u osob s vys$S§imi hodnotami C-peptidu (Banu et al., 2011).

Ptehled markert ¢asto hodnocenych s C-peptidem podéava Tabulka II.
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Pravé stav inzulinové rezistence podporuje patologické zmény lipidového
metabolismu. Zasadnim faktorem je porucha funkce inzulinu v hepatocytech
a enterocytech, bunkéach zajistujicich tvorbu a odbouravani lippproteind.
Signalem pro zvysenou tvorbu VLDL ¢astic bohatych na triglyceridy je pro
hepatocyt zvySeni koncentrace volnych mastnych kyselin v portalni krvi.
Z VLDL Cc¢astic vznikaji v krevnim tecisti sérii reakci LDL, lipoproteiny
s vysokym aterogennim potencidlem. Snizeni koncentrace HDL cholesterolu se
déje v dasledku ptisobeni cholesterol-ester-transferazového proteinu. Dochazi
ke zmensSeni téchto Castic a jejich odstranéni ledvinami. (Vrablik, 2016). Trend
snizené koncentrace HDL cholesterolu potvrdilo nékolik dalsich studii (Kron
etal., 2021, Li et al., 2015). Samostatny rizikovy faktor pro rozvoj onemocnéni
koronarnich cév predstavuje zvySeni hodnot Lp (a) (Boffa et al.,2013).
Lipoprotein (a) je tvofen apolipoproteinem a (APO-A), vysoce
glykosylovanym, hydrofilnim peptidem s nizkou afinitou k lipidim.
Apolipoprotein a tvofi tzv. kringly, struktury piitomné napiiklad
V plazminogenu, protrombinu a dal§ich proteazach podilejicich se na
fibrinolyze a koagulaci. Pravé struktura kringlu umozZiiuje vazbu
apolipoproteinu a na stejné substraty, jako plazminogen. Dalsi strukturou
ptitomnou v apolipoproteinu a je serin-proteazova doména. Lipoprotein a dale
tvoii apolipoprotein Bioo. Koncentrace lipoproteinu a vkrvi je dana
individudlni mirou produkce, rychlost degradace ovliviiuje hodnoty méné.
Snizené hodnoty APO-A se pak povaZzuji za samostatny aterogenni faktor
(podle Klener, 1994). Lipoprotein a také aktivuje AMPK. Enzym hrajici roli
vregulaci hladiny glukozy, AMP-protein kindza (AMPK), v kosternich
svalech zvySuje frekvenci beta-oxidace mastnych kyselin, tvorbu ATP
a vychytavani glukozy (Drew et al., 2009). Cinnost AMPK Ize ovlivnit
stravou, cvi¢enim a adipokiny (Kahn et al., 2005). Vyssi hodnoty C-peptidu
a inzulinu jsou dale spojovany s vyssi hladinou triacylglycerolli (Koskova
etal., 2009). Triacylglyceroly jsou estery glycerolu s mastnymi kyselinami.
Tvofi energetickou zdsobu, syntéza a odbourdvani podléhd hormondlnimu
fizeni. V krvi by méla jejich hodnota byt mezi 0,45 a 1,70 mmol/l
(Methodology of triglycerides, 2022).
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2.2 Vztah mezi C-peptidem a insulinem p¥i hodnoceni glykémie

Referenéni interval koncentrace inzulinu v séru je 2,5-24,0 mU/I (Methodology
of inzulin, 2022). Jednorazové stanoveni inzulinu nema klinicky vyznam. Muze
byt indikovano v diabetologii, je ovS§em nutno piihlizet k hodnotam glykémie
(Hainer, 2004). U nediabetickych pacientl stav endogenni produkce inzulinu
1ze posoudit na zakladé hodnot C-peptidu (Masopust, 1998). Pti podezieni na
hodnotami glykémie a inzulinu, tyto informace poskytuje OGTT test.
Inzulinova rezistence je znama od 30. let minulého stoleti. Jiz tehdy se Casto
vyskytovala spole¢né s hypertenzi, obezitou a diabetem. SniZena senzitivita
vuci inzulinu dale pfedznamenava metabolicky syndrom. Diagnéza syndromu
inzulinové rezistence muze byt vyslovena, splituje-li pacient nejméné tii

zZ nasledujicich péti kritérii (podle Klener, 1994):

e obvod pasu u Zen > 88 cm, muzi > 102 cm

krevni tlak > 130/85 mm Hg

glykémie > 6,0 mmol/l

HDL cholesterol: < 1,25 mmol/l u Zen

< 1,0 mmol/l u muzi

triacylglyceroly > 1,7 mmol/l

Z hodnoceni vice parametrii je patrné, Ze ani jedno z kritérii nevyzaduje
samostatné zhodnoceni hladiny inzulinu. Diagnostickym nastrojem vhodnym
pro zjisténi rizika inzulinové rezistence je HOMA IR index, Homeostatic
Model Assessmentfor Insulin Resistance. Jestlize hodnoty inzulinu a glukozy
jsou uvedeny v mmol/l, pro vypocet je uzit (podle Matthews et al., 1985)

VzZorec.

Gluk6za X Inzulin
22,5

HOMA IR =

Pfi¢emz rozhodnuti o stavu inzulinové rezistence se provadi na zakladé¢ cut-off
hodnoty. Jde 0 mez HOMA IR, jejiz ptekroceni znamena vyssi riziko rozvoje

diabetu. Pro ¢eskou populaci stanovila v roce 2019 Horakova et al. tuto hodnotu
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na 3,63. Jednotny konsenzus, jakd hodnota by byla adekvéatni pro jednoznacné

urceni poruchy citlivosti na inzulin v $ir$i populaci, neexistuje.

Ceska republika Svédsko

» Francie ﬁ‘;. \
£.* 38

Japonsko
1.7

Hodnoty HOMA indexu ve vybranych zemich

Obrazek 7: Hodnoty HOMA IR ve vybranych statech severni polokoule.

Zdroj: cz.123rf.com/photo (upraveno).

V Evropé cut-off hodnoty casto piesahuji 2,0 — Francie stanovila meznim
bodem hodnotu 3,8, Portugalsko 2,33, Svédsko 2,0 (Tang et al. 2015). Je
zajimavé, Ze v geograficky blizSich zemich se srovnatelnym podnebim, kde by
mohlo byt obdobné slozeni stravy, se hodnoty pomémé li§i. V porovnani
S evropskymi zemémi se hranice 1,7 pro japonskou populaci jevi jako velmi
striktni (Yamada et al. 2012). Ceska populace vykazuje tedy hodnotu cut-off

pomérné vysokou.

Jestlize jsou patrné vyssi hodnoty indexu HOMA IR u jedinct s vysSSimi

hladinami inzulinu a zaroven C-peptidu za normalni glykémie (Kron et al.,
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2020), lze usuzovat, ze pro udrzeni stabilni hladiny cukru v krvi je zapotiebi
vétstho mnozstvi inzulinu. Jednim z diivod miiZe byt necitlivost inzulinovych
receptorti, nebo nadmérny piijem sacharidl, balancovany praveé vyssi sekreci
inzulinu. Vys$8i hodnoty inzulinu a C-peptidu byly pozorovany u obéznich
adolescentl ve srovnani s neobéznimi kontrolami (Thota et al., 2017). Japonska
studie zjistujici spojitost inzulinu, C-peptidu a glukézy v Krvi a rakovinou
zaludku ukazala, ze vyS$i hodnoty C-peptidu a inzulinu, znamenajici
inzulinovou rezistenci, mohou zvySovat riziko tohoto typu rakoviny. Hodnoty
glykémie Zzadnou spojitost nepotvrdily (Hidaka et al., 2014). K rozvoji
inzulinové rezistence mohou pfispivat traumata prozita v détstvi, ale
i dlouhodoby stres v dospé&losti. Pravé osoby s témito zkuSenostmi vykazovali
vys$i hladiny inzulinu a C-peptidu (Thota et al., 2017). Odivodnénim by mohl
byt zptusob reakce na stres ve formé tzv. emocniho jedeni. Muze dojit
Kk postupné absenci v rozliSovani mezi hladem jakozto fyziologickou potiebou
a emocionalni touze po nasyceni (Macht and Simons, 2010). Ukojeni emo¢né
naroc¢nych situaci jidlem je velmi snadné, dostupné, obecné dobie pfijimané —
povéstné ,,obalit si nervy.” Pokud k tomuto chovani dochéazi dlouhodobé,
dochazi k nadmérné stimulaci produkce inzulinu, vycerpani inzulinovych
receptorll vedoucimu az ke vzniku inzulinové rezistence. Zavaznost jevu
porusené inzulinové rezistence ukazuji vysledky studie hodnotici C-peptid,
inzulin, hladinu glykémie a lipidovy profil (triglyceridy, HDL a LDL
cholesterol, glykovany hemoglobin) mezi osobami s normalni gluk6ézovou
toleranci, poruSenou gluk6zovou toleranci a diagnostikovanymi diabetiky typu
II. Byly posuzovany také hodnoty BMI a pomér pas/boky (WHR ratio), obvod
pasu. Byl proveden tfihodinovy OGTT test a dale byl vypocten HOMA IR
index. Nejvyssi hodnoty C-peptidu byly pozorovany u skupiny s porusenou
gluk6zovou toleranci. U téchto osob byly vyssi také vSechny ostatni méfené
parametry. V pribéhu OGTT testu dosahl jak inzulin, tak C-peptid nejvyssi
hodnoty ve 30. minuté u osob bez poruchy glukézové tolerance, u diabetik
pak ve 120. minuté, u osob s porusenou toleranci v 60. minuté, nicmén¢ inzulin
dosahl maximalni hodnoty v této skupiné az ve druh¢ hodiné testu, coz je rozdil
oproti diabetické skupiné, kde se maximalni hodnoty C-peptidu a inzulinu
objevuji ve stejném okamziku. Tento nepomér u osob s porusenou glukézovou

toleranci pravdépodobné souvisi s produkci inzulinu 3 bunikami pankreatu, ale
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zaroven neschopnosti ostatnich bunék na stimul inzulinem reagovat. Co se tyka
hladiny glykémie, odliSovala se skupina diabetikli od ostatnich dvou skupin,
mezi kterymi byly hodnoty gluk6zy v krvi podobné. Triglyceridy byly zvySené
u obou skupin s poruchou glukézové tolerance, naopak hodnoty HDL
cholesterolu byly naopak snizené ve srovnani se zdravymi jedinci. Nejvyssi
hodnoty LDL cholesterolu vykazovala skupina s porusenou glukézovou
toleranci. Hodnoty glykovaného hemoglobinu u této skupiny nespliiovaly limit
Americké asociace pro diabetes pro klasifikaci diabetu, nicméné se pohybovaly

V rozmezi piedstavujicim vyssi riziko rozvoje této choroby (Wang et al., 2019).

2.2.1 MozZnosti stanoveni inzulinorezistence a inzulinové
senzitivity

Prvni metody posuzujici velmi ptfesné G¢inky inzulinu (hyperinzulinemicky
euglykemicky clamp) a zaroven citlivost B-bunék ke glukoze
(hyperglykemicky clamp) byly ptedstaveny v praci De Fronza v roce 1979.
Ob¢ metody jsou technicky velmi naro¢né na provedeni a vyuzivaji se zejména

pro védecké tcely (Pavlikova et al., 2020).

Existuje nékolik dalSich indexti vyuzivajicich naméfenych hodnot la¢né
glykémie, inzulinémie a laéné inzulinémie slouZicich k posouzeni

inzulinorezistence a inzulinové senzitivity (Chen et al., 2005).

2.2.1.1 QUICKI

Pochazi z anglického Quantitative insuline sensitivity check index. Diky
tomuto indexu lze posoudit inzulinovou senzitivitu, ¢im vy$si hodnota indexu
QUICKI, tim vyss§i inzulinova senzitivita. Index vykazuje velmi dobrou
korelaci s indexem glukézového clampu, pficemz index QUICKI je podstatné
snaze proveditelny a aplikovatelny na rozsahlé epidemiologické studie

(Chen et al.,2005).

Vypocet je proveden dle vzorce:

1

UICKI =
¢ log INSL + log GLCL
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kde INSL je lacnd insulinémie, GLCL je lacné glykémie.
Katz udava INSL v plUIl/ml a GLCL v mg/dl (Katz, 2000).

Index QUICKI tedy piedstavuje matematickou transformaci glykémie
a inzulinémie nala¢no (Chen et al., 2005). Pastucha definuje inzulinovou

rezistenci jako hodnotu nizsi nebo rovnu 0,34 (Pastucha, 2007).

2.2.1.2 Invertovana la¢na inzulinémie

Dochazi-li K naristu la¢né inzulinémie, zvySuje se také inzulinorezistence.
Naopak invertovana lacna inzulinémie klesa stejn¢ jako inzulinosenzitivita.

Invertovand inulinémie na la¢no tedy odrdzi stav inzulinové senzitivity

(Singh et al., 2010).
Vypocet je proveden ze vzorce:

1

Invertovand insulinémie = ——
INSL

kde  INSL je inzulinémie na la¢no.

2.2.1.3 FIRI

Z anglického Fasting insulin resistence index, pfedstavuje parametr udavajici

inzulinovou rezistenci.

Vypocet je proveden ze vzorce:

INSL X GLCL

FIRI =
25

kde INSL je la¢nd insulinémie, GLCL je la¢na glykémie (Singh et al.,2010).

2.2.1.4 Produkt insulin-glykémie

Jedna se parametr ukazujici senzitivitu na inzulin vSech télesnych tkani.
Vypocet je proveden ze vzorce:

Produkt = INSL X GLCL
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INSL je la¢néd insulinémie, GLCL je la¢na glykémie (Singh et al.,2010).
zjisténo, Ze tento parametr vykazuje velmi dobrou korelaci s euglykemickym

clampem (Singh et al., 2010).

2.3 Vztah C-peptidu a BMI

Body mass index neboli BMI je Siroké vefejnosti znamy, velmi dostupny
,ukazatel kategorie télesné hmotnosti,” pro jehoz meéfeni existuji nescetné
online aplikace, tuto funkci Ize najit i v mobilnich zafizenich. Neni tieba
drahého pristrojového vybaveni, zhodnoceni je ¢asto dostupné okamzité. To
déla z BMI nebezpecny prostiedek k naordinovani si i velmi radikalni diety bez
konzultace s odborniky a zméteni dalSich parametrti, jakymi jsou biochemické
markery a pomér tkani v téle. Stav vzdy nezadouci je ubytek svalové hmoty, ke
kterému miize dojit pravé v dasledku razantniho sniZeni pfijmu potravy.

Svalova hmota je také tim, co déla z BMI nevypovidajici ukazatel u sportovci.

Vypocet se provadi ze vzorce:
m
BMI = —
v
kde m je hmotnost v kilogramech a v je vyska v metrech umocnéna na druhou.
Zda prevlada tukova tkan ¢i svalova hmota, z tohoto indexu nelze zjistit. Pfitom
pravé to lépe odrazi celkovou fyzickou kondici jedince. U osob trpicich
diabetem a zaroven nadvahou byla nala¢no zjisténa zvysena hladina C-peptidu,

nasvédcujici inzulinové rezistenci (Valek et al., 1990).

3. Stanoveni C-peptidu

3.1 Vyznam hodnoceni C-peptidu v Ceské republice

C-peptid jako hodnoceny marker u diabetikii 1ze nalézt jiz ve studiich
z devadesatych let minulého stoleti (Valek et al.,1990). V prvni dekadé nového
tisicileti byl publikovan vyzkum hodnotici C-peptid ve vztahu k syndromu
polycystickych ovarii. Zde se ukazal pravdépodobny vliv genetického faktoru:

nosi¢ky T alely pro lowdensity lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5)
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vykazovaly vyssi hladiny C-peptidu jak nalacno, tak ve 180. minut¢ OGTT,
ovSem nebyl zde patrny vliv na inzulinovou rezistenci (Bendlova et al., 2008).
Protein LRP5 je exprimovan mimo jiné na bunkach Langerhansovych ostravki
pankreatu a pokud byla exprese genu pro receptor u mysi potlacena, dochazelo
k porucham glycidového a lipidového metabolismu (T.Fujino et al., 2003).
Ucelengjsi soubor poznatkli o napomocnosti C-peptidu v diagnostice pak
piinesl vroce 2011 MUDr. Solaf. Prvni studie ne-diabetickych jedincii
hodnotici C-peptid a dalsi glykemické a lipidové parametry se objevily az
V poslednich letech (Kron et al., 2020, 2021). Podafti-li se povédomi o C-
peptidu rozsitit jak mezi 1ékare, tak mezi Sirokou verejnost, mohl by se fenomén

inzulinové rezistence stdt méné podceniovanym.

3.2 Vyznam hodnoceni C-peptidu ve svété

V Ciné se u 0sob s normalni glukézovou toleranci ukézal trend vy$§ich hodnot
C-peptidu a inzulinu u Zen, ovSem pii niz§im BMI se ukazala tato zavislost
mén¢ signifikantni (Chen et al.,1999). Data ziskana studii havajské populace
ukazuji na spojitost C-peptidu a inzulinu s vyssi hladinou triglycerida a nizsi
hodnotou HDL cholesterolu. (Mau et al., 1997). U Mexi€anl s potvrzenym
metabolickym syndromem byly zvy$ené¢ hodnoty jak C-peptidu, tak inzulinu
(Gonzalez-Mgjia et al., 2016). Pravdépodobné také existuje rozdil mezi funkci
B-bun€k mezi etniky. Africané vykazovali nizsi sekreci inzulinu v reakci na

pfijem potravy v porovnani s evropskymi muzi (Ladwa et al., 2021).
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Diskuze

Ackoli porozuméni metabolickym efektim C-peptidu se stava jasnéjSim, je
tieba obezfetnosti pfi interpretaci vysledkil studii: ukazuje se, ze minimalné
nckteré efekty jsou druhové specifické a nelze je povazovat za univerzalné
platné. Dle autorky této prace také muze dochazet k ovlivnéni aktivity C-
peptidu dalSimi substancemi pfitomnymi v komplexnim organismu.
V humanni medicin€ lze tuto moznost zkoumat na zékladé hodnoceni

biochemickych markeri metabolismu spolecné s C-peptidem.

Snizené, ¢i dokonce nedetekovatelné hodnoty C-peptidu nalézdme u pacientii
trpicich diabetem typu I, nebo diabetem typu LADA (Pippitt, 2016). Podle
Ceské diabetologické spoleénosti a Ceské spole¢nosti klinické biochemie nema
vyznam sledovani C-peptidu u dlouhodobé léenych diabetickych pacient
(Friedecky et al., 2015). V soucasnych letech jsou moznosti diagnostického
vyuziti C-peptidu intenzivné studovany zejména v Japonsku (Pavlikova et al.,
2020).

Bude zajimavé sledovat vyvoj poznatkt o C-peptidu, stejné€ jako jeho rozsifeni
v diagnostice. V pribéhu padesati let doslo k obratu a posunu od nazoru, Ze
fetézce inzulinu spojuje biologicky inertni molekula, k zafazeni C-peptidu mezi
faktory pfedpovidajici riziko rozvoje diabetu a kardiovaskuldrnich chorob.
Zatimco diive se predpis vySetfeni omezoval pouze na diabetické pacienty,
dnes lze vidét jeho roli u $ir$i populace. Dojde-li k objevu specifického
receptoru pro C-peptid, miize byt 1épe pochopena ptesna biologicka funkce C-
peptidu v organismu. VySetieni C-peptidu by poté mohlo nastinit konkrétni
patologii/skupinu patologii, bez nutnosti indikovat v ur¢itém procentu piipada

jiné dalsi, drazsi a zatézujici vySetient.
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Zavér

V prvni ¢asti prace byly shrnuty zavéry védeckych praci zabyvajicich se
strukturou C-peptidu. Nejusporadanéjsi oblasti v molekule C-peptidu je
terminalni pentapeptid, tedy aminokyseliny na pozicich 27-31. Pravé tato oblast
zajistuje interakce s dalSimi chemickymi latkami. Nejedna se tedy o biologicky

inertni molekulu.

Dalsi kapitoly prace se zabyvaji metabolickym zasahem C-peptidu do procest
spojenych s onemocnénim diabetes mellitus, jeho uzitim v diagnostice, kde
pomaha zhodnotit miru vlastni produkce inzulinu. Na rozdil od inzulinu
samotného disponuje del§im biologickym polo¢asem. K nespornym vyhoddm
dale patfi minimdlni ovlivnéni exogennim inzulinem. Ackoli pfesné
mechanismy pusobeni na buiiky nejsou znamy, je uloha C-peptidu
vV metabolismu nezanedbatelna. Receptor pro C-peptid dosud nebyl objeven,
ale studie konzistentné¢ ukazuji, ze se jedna o receptor citlivy na pertusovy
toxin. Pravdépodobné tedy jde o receptor sprazeny s G-proteinem. Stejné jako
inzulin, aktivuje C-peptid PI-3-kinazu, nicméné signaliza¢ni drahy se v urcitém
misté nutné odliSuji. Na molekularni trovni pak dochazi prostfednictvim C-
peptidu k aktivaci MAPK, pfi¢emz enzymy této rodiny se podili na regulaci
endotelidlnich NO syntaz. Zda se, ze protektivni Gc¢inek C-peptidu spociva

V pusobeni na transkrip¢ni faktory, ovliviiujici dalsi bunééné procesy.

Nasledujici ¢ast prace poukazuje na zasadni problém diagnostiky, kterym je
absence standardizovaného protokolu pro meéteni C-peptidu, ztézujici co
nejlepsi moznou interpretaci. Lze si pomoci cut-off hodnotou HOMA IR
indexu, ktera je ale vZdy validovana pro konkrétni populaci a svétoveé se mezni
hodnoty velmi lisi. Jednd se ovSem o néstroj posuzujici miru inzulinové
rezistence, kterda patfi k zanedbdvanym fenoménlim, nicméné miize
piredznamenavat metabolicky syndrom, jehoz komplikace jsou podstatné hiiie
lécitelné. V soucasnosti je z diagnostického hlediska nejlep$i metoda pro
posouzeni rizika inzulinové rezistence OGTT testu, jelikoZ umoziuje zjistit,
jak te€lo reaguje na pfisun sacharidi jak z hlediska glykémie, tak sekrece

inzulinu. Nevyhodou tohoto testu je mozné nepohodli pacienta a uzké spektrum
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osob, kterym muze byt vySetieni indikovano. Dalsi, inovativni metoda navrhuje
pro detekci C-peptidu pouziti lidskych vlasi. Prozatim nema vyznam
v diagnostice, jedna se o metodu, ktera taktéz nema validovany protokol, navic
je nutno odhalit pisobeni mnoha faktorti potencidlné ovliviiuyjicich vysledky.
Zavedeni tohoto postupu do praxe bude pravdépodobné problematické. Dalsi
alternativu predstavuje méfeni C-peptidu v nehtech. Opét se jedna o metodu

s mnoha nejasnostmi.

Zavérecné kapitoly se vénuji hodnoceni C-peptidu spolu s dal§imi ukazateli
glycidového obratu u osob bez diagnostikovaného diabetu. Nediabeticti
pacienti s vyssimi hodnotami C-peptidu mivaji vyssi BMI, tento ukazatel by
mél vSak byt vzdy posuzovan v kontextu. Lze ¢asto nalézt snizené hodnoty
HDL cholesterolu pii vy$$ich hodnotach C-peptidu. Pro komplexnéjsi
zhodnoceni dlouhodobého stavu glycidového metabolismu je vyhodné
vychazet jak z hodnot glykémie, tak glykovaného hemoglobinu. V této praci
byla pfedstavena hypotéza o mozné souvislosti mezi odliSnym plisobenim C-
peptidu a plazminogenu na alfa-enolazu, ktera je obéma latkami aktivovana,
nicméné pusobeni na dal$i drahy zapojené v glycidovém metabolismu bude

odli$né a ptipadné patologické.
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Seznam zkratek

ECso koncentrace zptsobujici 50% efekt

ELISA z angl. enzyme-linked immuno sorbent assay

ERK MAPK Extracellular signal-regulated kinase

FN HK fakultni nemocnice Hradec Kralové

HDL high density lipoproteins, proteiny vysoké hustoty

HOMA IR z angl. Homeostatic Model Assessmentfor Insulin Resistance
OGTT oralni glukézo-toleran¢ni test

RIA radioimunoanalyza

UKBD ustav klinické biochemie a diagnostiky

Lp(a) apolipoprotein a

GPR 146 G protein-coupled receptor 146, receptor spiazeny s G-proteinem 146
NPY neuropeptid Y

VCAM-1 vasopressin activated calcium mobilizing protein

eNOS endotelidlni NO syntaza

MAPK z angl. mitogen-activated protein kinases, MAP kinaza

PKC protein kindza C

PPRE Peroxisome Proliferator Response Element ,, hormon responsivni

element®,

RXR retinoid X receptor

TNF-o tumor necrosisfactor alfa

TNF R1 tumor necrosisfactor receptor 1

TNF R2 tumor necrosisfactor receptor 2
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TRAF Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor
NF-xB nuclear factor kB

nM nanomol

NO syntazasyntaza oxidu dusnatého

NPY neuropeptid Y

GTPyS guanosine 5'-O-[gamma-thio]triphosphate

GPCR G-protein coupled receptor

WHR waist to hip ratio
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