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Abstrakt

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je zavazné organspecifické autoimunitni
onemocgni charakteristické nevratnou destruBdurek pankreatu imunitnim systémem,
coz vede k absolutnimu nedostatku insulinu. K rgaueemocrni dochazi u geneticky
predisponovanych jedifia jeho vznik je vyznam@ovlivnén i faktory vrgjSiho prostedi. Na
znicenip burek se podili spiSe bddné slozka imunity. Za patologickou je povaZzovéana
hlavre prozasrtliva Thl odpo¥d’. Autoimunitni zagt v p buikach je mozné it dlouhou
dobu ged samotnou manifestaci DM1 pomoci detekce spkgdicautoprotilatek ze séra
pacient.. V sowtasné dob ale nenizeme &¢mto jedindm, ktei jsou ohroZeni vznikem DML,
nabidnout Zadnou U&fnou I€bu, ktera by insulitidu zastavilaj, alespa oddalila
manifestaci DM1.

Tato diplomova prace se zabyva vlivem syntetickyieibetogennich autoantigen
GADG5 a IA2 na cytokinovou odpé¥ mononuklearnich buwk periferni krve (PBMC)
diabetili s ohledem na protilatkovy profil paciénStudii jsme prové#i na pacientech
s potvrzenou diagn6zou DM1 pozitivnich na anti-GARBnebo anti-IA2 autoprotilatky.
Pomoci piitokové cytometrie jsme &ili zastoupeni jednotlivych buinych populaci ve
vzorcich PBMC. Biiky jsme stimulovaliitemi tiznymi koncentracemi antigéra pomoci
ELISPOTU jsme detekovali produkci IgN IL-17.

U obou cytokiri jsme nalezli signifikantni interakce meziigpbem stimulace (druh a
koncentrace antigenu) a protilatkovym profilem paéi. Mezi skupinami pacieitbyly takée
nalezeny rozdily v zastoupeni NK BnT lymfocyti, Th burgk, Tc burék a T regulanich
burék. Rozdleni pacient podle autoprotilatkového profilu tedy odrazi igejodliSnou
burgcnou reaktivitu. Tentoifistup by mohl byt finosny @i navrhovani imunointervenich
postum u DM1. Je Fejmé, Ze pro jejich uggnost je nutny individualnitfstup a patré
nebude mozZné pouZivat jednu imunointervenci pratu$g pacienty s DM1, protoZe pacienti

se mezi sebou svymi molekularnimi reakcemi vyznalidin

Kli¢ova slova: Diabetes mellitus 1. typu, PBMC, GADBY,



Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is a serious organ-specifioimmune disease characterised
by irreversible destruction of pancredticells by immune system. This process results in an
absolute insulin deficiency. Both genetical pred&pon and environmental factors influence
the development of the diseaBecell destruction is mediated by cellular composeftan
immune system. Proinflammatory Th1l response isidersd as most pathological.
Autoimmune destruction d¥-cells can be identified by the detection of spe@érum
autoantibodies a long time before the T1D clinmaset. Currently, there is no efficient cure
available to prevent or at least to delay the destre insulitis.

This diploma thesis describes the influence oflstit diabetogenic autoantigens
GADG65 and IA2 on the cytokine response of periphigi@od mononuclear cells (PBMC)
obtained from T1D patients with regards to thetitaody profile. The study has been carried
out on patients with confirmed T1D diagnosis whstéd positive for anti-GADG65 and/or
anti-lIA2 autoantibodies. By using flow cytometry weasured the cell type ratio in PBMC
samples. The cells have been stimulated by thfésreht concentrations of antigens and their
IFNy and IL-17 production has been detected by ELISBESRYy.

In the case of both cytokines we have found a 8agmt interaction between the way
of stimulation (type and antigen concentration) #relpatient's antibody profile. Differences
in terms of NK cells, T lymphocyte, Th, Tc and Quéatory cells representation have also
been identified in different groups of patients.r@sults show that patient’s autoantibody
profile reflects the type of his/her cellular respes as well. This approach can be useful for
designing immunointervention strategies aimed evgnmting or at least delaying the onset of
type 1 diabetes. It seems to be clear that suchumamtevention should be individualised
and subtyping of T1D according to molecular reatstivould be very helpful to succeed in
this effort.

Keywords: Type 1 diabetes, PBMC, GAD65, IA2
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Uvod

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je orgariospecifické autoimunitni onemagm, (i
kterem dochazi k nevratnému &emi burék pankreatu produkujicich insulin. K iniciaci
autoimunitniho procesu dochazi u geneticky predispganych jeding a na vzniku choroby
se vyznamaé podili i faktory vigjSiho prostedi. Preklinické obdobi je charakteristické
autoimunitnim z&¥tem bez klinickych projevdiabetu, ktery mize byt detekovaniiomnosti
autoprotilatek v séru. K manifestaci onem&dndochazi v dof kdy je wtSinaf burek jiz
nevratrg znicena a zbyvajici hiky nejsou schopné pokryt gebu organismu na produkci
insulinu. V sodasnosti neni dostupna zadna kauzakbdéa pacienti jsou dozivatrzavisli
na substittinim podavani insulinu v injéki formg. | pres exogenni aplikaci insulinu nelze
dosahnout zcela fyziologické glykémie, coz se prioggutnimi atasem i chronickymi
komplikacemi. Insulinoterapie i komplikace diabstuzuji kvalitu Zivota postizeného jedince
a vzhledem k finaimi nar@nosti l&by diabetu pedstavuji také nezanedbatelnou
socioekonomickou z&t pro celou spotmost. Incidence diabetu v poslednich desetiletich
celosw¥tove stoupa, nejvice v nejnizSickkovych kategoriich. Tento trend se projevuje i
v ¢eské populaci. Vedkoveé kategorii 0 az 14 let vzrostla incidence DMilroku 1989 do
roku 2009 z 6,8/100 00Gt/rok na 18,5/100 000. Nejtéi podil nalistu novych pipadi byl
piitom zaznamenan ustl preddkolniho ¥ku. V Ceské republice trpi aktu&idM1 56 tisic
pacienti (vSech ¥kovych kategorii) (1, 2, 3). V s¢éasné dob je mozna porrné dobra
predikce DM1 na zakladgenetického vyS&ni a vySdéeni gitomnosti autoprotilatek, zatim
ale neexistuje zadnyiinny zpisob prevence této choroby. Jednou ze zkoumanych
imunointervenci je podavani s diabetem asociovaautbantigei a snaha o specifické
navozeni tolerance bez nutnosti celkové supresaitnibio systému, které s sebatindsi
nezadouci zdravotni rizika. Tento princip sedil na zvilecim modelu DM1, snahy o
klinickou aplikaci vSak zatim n&pesly aiekavany usgch.

Tato diplomova prace se zabyva cytokinovou odgowmononuklearnich bk
periferni krve diabetik na syntetické diabetogenni autoantigeny v soustistoprotilatkovym
profilem pacieni. Vyzkum této tematiky by v budoucnosti moliigpét k optimalizaci
antigen-specifickych intervenci a lepSimizpisobeni imunoterapie ,na miru“ jednotlivym
pacientim.
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1 Diabetes mellitus

1.1 Déleni

Existuje rekolik druhi diabetu mellitu (DM). Maji podobné&ignaky, ale rozdilné
priciny vzniku. Spolénym griznakem je hyperglykémie #pobena absolutnim nebo
relativnim nedostatkem insulinu. Diabetes mellgas#li podle zgisobu vzniku:

- DM 1.typu

- Imunitné podmirgny
- Idiopaticky (insulin-dependentni be#tomnosti autoprotilatek)

- DM 2.typu

- Ostatni specifické formy diabetu (fapMODY)

- Gest&ni DM

(4).

Pt diabetu prvniho typu jsopl buiky Langerhansovych osirki pankreatu vyra}ici
insulin zngeny imunitnim systémem, coZ vede k absolutnimu statku insulinu. U diabetu
druhého typu, ktery je&Sinou asociovany s obezitou a vysSigkem, slinivka produkuje
insulinu zp@atku dostatek, ale tkamo nejsou schopné vyuzit (relativni nedostatelling
zpasobeny insulinovou rezistenci). Péjdnize dochazet i k poruSe sekrece insulinu.
Gest&ni diabetes vznikadmem thotenstvi a po porodu zmizi. Termin MODY (maturity
onset diabetes of the young) diabetes zahrnikelik klinicky odliSnych typ dédicného
monogenniho diabetu, odliSného od diabetu 1. go2. MODY diabetes vznika mutaci
v riznych genech, n&sgjsi je mutace v GCK (glukokinaza) a HNk-(hepatocyte nuclear
factor). Tyto mutace se navenek projevi poruchéwese insulinu. MODY diabetes je
charakteristicky autozomalrdominantni ddicnosti a manifestaci v mladénskwu (vétSinou
do 25 let) (5).

1.2 Charakteristika DM1

DM1 je wtSinou diagnostikovan u lidi do 30 let, aléZe se objevit kdykoliv &em
Zivota. V sogasné dob je jedinou moznosti &by denni injekni podavani insulinu.
Navzdory snaze o co nejlepsi kontrolu hladiny ghyke krvi vétSina pacierit trpi akutnimi a
pozdnimi komplikacemi. Mezi akutni komplikace ipdtypoglykémie, hyperglykémie a
diabeticka ketoaciddza. Ketoaciddza je charakteéma vysokou glykémii, acidézou a
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vysokou hladinou ketolatek (meziprodukty metabolisinkil). Bez insulinu nejsoudkteré
tkarg schopné vyuzivat jako zdroj energie glukézu, pramedostatek insulinu reaguji jatra
casteénym SEpenim tuk a tvai tak ketolatky, které se hromadi v krfthydroxybutyréat a
acetoacetatipchazeji do krve a slouzi jako zdroj energie ideré organy. Velké mnoZzstvi
ketolatek v obhu sniZzuje pH krve a vede k acidéze. Pozdni korapgkdiabetu jsou
zpasobené dlouhodobou hyperglykemii. Vysoka hladin&d@gty vede k neenzymatické
glykaci proteirii, ¢imz naruSuje jejich funkci a také podporuje oxXitastres organismu. To
vede k poskozeni povrchu malych ceév a jejigtsvnachylnosti k ruptie. Zneny &chto cév

v urgitych organech vedou k vlastnim proj@v pozdnich komplikaci diabetu. Naggji se
projevuje postiZzeni ledvin (diabeticka nefropat&)nice oka (diabeticka retinopatie) a rierv
(diabetick& neuropatie).

Ukazatelem dlouhodobé kompenzace diabetu je mricfigkovaného hemoglobinu
(HbAlc). Intenzita glykace bilkovinngsti hemoglobinu je Génmna mnoZstvi a dab
expozice glukdze, hodnota glykovaného hemoglobibtiadpovida kompenzacidasovém
obdobi 3 misice ped stanovenim (erytrocyty se otéifmji kazdé 3 mssice).

Jako modelovy organismus pro vyzkum DM1 se&astji pouziva NOD (non-obese

diabetic) mys a BB (bio breeding) krysa.

1.3 Incidence DM1

Incidence DM1 se v poslednich desetiletich zvy&ggnéna v rozvinutych zemich
(Evropa, S. Amerika) a zarovese sniZzuje & manifestace choroby (6). Pokud budou
souwasné trendy poktavat, mezi lety 2005 — 2020 se v Evéqedpoklada zdvojnasobeni
poctu novych gipadi u déti do 5 let a zvySeni prevalence éidlo 15 let 0 70% (7).

1.4 Genetika

Rozvoj diabetu 1. typu je dodiré miry podmign geneticky. 10-13% n@v
diagnostikovanych pacieihina prvostupového gibuzného s DM1 (8, 9). Riziko rozvoje
DM1 také zavisi na tom, o jakéhélpuzného se jedn& (Obrazek 1). Riziko vzniku diabet
v obecné populaci je 0,4%, «tddiabetickych matek jsou to 2%, gtdotal diabetiki a
sourozent diabetiki je to 6% (10).

Pavodre se gredpokladalo, Ze konkordance u jednovajeh dvogat je 50% a u

dvojvajeinych pouze 10% (11)RdelSim sledovani se vSak u druhého z identickdxaicat
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vétSinou objevi autoprotilatky proti ogirkovym antigedm a nasleduje progrese &am ke
klinické manifestaci diabetu. To alei#e nastat az po velmi dlouhé éadd propuknuti
diabetu prvniho z dveéat (az 30 let) (12, 13). Konkordance u jednosayeh dvogat je tedy
vySSi nez se mysleldide, ale neni 100%, coz nazog, Ze k vyvoji DM1 silg prispivaji i
vngjsi faktory.

Riziko DM1

u élend rodiny

100 —

I B obecna populace

— M Matka

[0 Otec nebo sourozenec
B Dwojeajecng dvojce

— @ Jednovajecne dvojce

60 —

50%

Obrazek 1. Riziko DM1 dlena rodiny. Upraveno dle (10).

DML1 je zpaisoben mutaci v jednom genu zcela r&tiffiyto monogenni formy jsou
vétSinou doprovazeny dalSimi autoimunitnimi onentoémi. Nag. IPEX syndrom (immune
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathyinkdd) zgisobeny mutaci v transkeipim
faktoru FoxP3 vede k poruSe funkce T regaolah burk (Tregs) a zavazné multiorganoveé
autoimunit. U 80% postiZzenych se objevuje autoimunitni dieb€14).

Klasicky je DM1 polygenni onemoéni — ke vzniku fispiva mnohotznych gei,
které ovliviiuji imunitni funkce a jsou oztavany jako IDDM (insulin-dependent diabetes
mellitus) geny. V sotasnosti je identifikovangada genetickych markies pozitivni asociaci
s DM1 (IDDM1 az IDDM18 geny) (Obrazek 2). Nejsijgi asociace se vznikem DM1 byla
nalezena u HLA regionu (odds ratio 6,8). Odds ré@R) je statisticky vyraz pouzivany
k uréeni, zda je dan& alela asociovanacgym onemocgnim. OR = 1 znamena4, Ze dana
alela nebo SNP (single nukleotid polymorphism)gestejnou pravipodobnosti ve skupin
pacienti i kontrolni. OR alel rizikovych pro vznik komplekin onemocéni je nizky —
vétSinou v rozsahu 1,2 — 1,3. HLA oblast na chromasépR1 je povaZzovana za velmi
duleZitou pro vznik mnoha autoimunitnich choratetne DM1 a je ozn&ovana jako IDDM1
lokus. Nekteré HLA alely Il. tidy jsou pro vznik DM1 rizikové, jiné naopak protieki.
Haplotypy HLA-DR-DQ se daji $adit dle rizika vzniku DM1 od rizikovychips neutralni az
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k protektivnim. Haplotypy jsou kombinace alel, i&ese ddi ve vazk na stejném
chromozomu (15). DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 hatyb se nachazi u 20%
populace ale pouze u 1% pacieattedy udluje svym nositelm silnou ochranuied
vznikem DM1. Na druhé strarspektra je heterozygotni haplotyp DR3/4-DQ8 (D3 |
DRB1*03-DQB1*0201, DR4 je DRB1*04-DQB1*0302, DQ8 [#QA1*0301, DQB1*0302).
Tento haplotyp ma asi 30-50% pacie(it4).

V nasi populaci jsou s DM1 asociovany alely:

Pozitivni asociace | DQB1*0302

(rizikové) DQB1*0201
DQA1*03

Negativni asociace | DQB1*0602

(protektivni) DQB1*0301
DQB1*0603
DQB1*0503 + DQA1*01
DQA1*02

(16).

Slabsi asociace s DM1 byla nelezena u HLAgetxidy (14).

DalSi genetick& predispozice k DM1 je spojena sM2Dokusem na chromosomu 11
obsahujicim gen pro insulin. Detailni mapovani ak@zze nachylnost je apobena
polymorfismem VNTR (variable number of tandem repeavariabilni pdet tandemovych
opakovani) promotorové oblasti genu. Riziko vzrikabetu souvisi s gtem tandemovych
opakovani. VNTR typu | (kratSi opakovani) je asgéiovysSim rizikem DM1, VNTR typu
[l (delSi opakovani) naopak chrariep vznikem DM1 (17). ¥vaZuje hypotéza, Zze VNTR
reguluje miru exprese insulinu v thymu tim, Ze aulije vazbu AIRE proteinu (autoimmune
regulator) na promotor. AIRE protein hraj@ekitou roli v navozeni centralni tolerance tim,
Ze spousti expresi antigeperifernich tkani v thymudhem negativni selekce T lymfodyt
Vyznam exprese insulinu medularnimi epitelialnimskami thymu (mTECS) byl ukazan
v experimentu, kde specificka delece insulinu v i@§kvedla ke vzniku diabetu (18). VNTR
typu | indukuje nizsi expresi insulinu v thymu, oggde ke sniZzené tolerizaci a naopak insulin
reaktivni T buiky jsou efektiviji eliminovany negativni selekci v thymiii pySsi expresi
insulinu mTECs u jedincs protektivni VNTR 11l alelou.
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DalSim faktorem, ktery f#e hrat roli v iniciaci DM1 je gen PTPN22 kddujfecbtein
LYP (lymphoid protein tyrosine phosphatase). Stejledicka varianta ajsobuje nachylnost
k n¢kolika autoimunitnim onemo¢énim (19). LYP protein je negativni regulator TCR
signalizace, ktery defosforyluje kinazy z roding $icck a Fyn), ITAM motivy TCR/CD3
komplexu, ZAP-70, Vav, valosin-containing proteidasi molekuly (20).

Alelicka varianta genu pro IL-2 receptampredstavuje dalSi genetické riziko spojené
s DM1 (21). Alfarettzec IL-2 receptorového komplexu (IL-aRCD25) vyrazg zvySuje
afinitu receptoru a je exprimovan nérpzenych T reguknich buikach (nTregs) a na vSech
aktivovanych T biikach. Tregs poebuji IL-2 pro fist a gezivani. Geneticka variabilita
IL2RA genu je spojena i s dalSimi autoimunitnimbabami, mechanismus je zatim nejasny
(14).

DalSi rizikova alela koduje CTLA-4 (cytotoxic T Iyhocyte-associated protein 4).
CTLA-4 je molekula dlezita pro negativni regulaci imunitni odgol. Rizikova alela je
kromé¢ DM1 asociovana i s dalSimi onemeénimi (roztrouSena skler6za, revmatoidni artritida,
systémovy lupus erythematodes). A49G SNP vedeikrazthu zpracovani

v endoplasmatickém retikulu a snizené povrchovéesxCTLA-4 (22).

7.0
6.5

6.0

55
25

2.0

1.5
(%]
=

Odds ratio

IL10
CCRS5
*CBorf173

*C14orf181
IL27

*SH2B3
*ERBB3
*COBL
"PTPN2
*CTRB1/2
PTPN2
*PRKD2
*IFIH1
CD226
GAB3
*SKAP2
*GLIS3
*ORMDL3
“TNFAIP3
4p15
CD69
14q22
*SMARCET1

Locus

. 1970-2000 . 2001-2006 . 2007-2008 2009

Obrazek 2. ¥tSina geid asociovanych s DM1 hraje roli v imunitni odgdu Geny ozn&ené * jsou
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1.5 Vlivy prost redi

Propuknuti diabetu jeidledek komplexniho autoimunitniho procesu. Meziati a
klinickym propuknutim choroby mohou uplynoutsice i roky. Vyraz# kratsi je tato doba u
malych dti. Tato skuténost znesnadlje identifikaci environmentélnichigin onemocsni.

Jednim z faktar, o kterych se soudi, Ze by mohly iniciovat DMbysiroveé infekce.
Navzdory intenzivnimu vyzkumu ale zatim chybinpé dikazy, které by ozrigly néktery
virus jako gicinu DM1. Nejvice nefimych indicii sn¢iuje k enteroviilm, konkrétg ke
coxsackie vilm. U pacieni tésre po diagndze bylo nalezenét§i mnozstvi neutralizujicich
protilatek proti coxsackie vim nez u zdravych kontrol (24). CVB4 (coxsackieviB4
muze infikovatp buiky a zpisobovat insulitidu u mySi (25). Wt kratce po diagndze byla
prokdzana zvysena reaktivita T lark CVB4 proteiim. Mezi T buikami prevazuje
efektorovy/panitovy fenotyp (26, 27). 2C protein coxsackiévie sekvetiné podobny
GADu (glutamat dekarboxylaza) — hlavnimu autoamige DM1, cozZ nazriaje
mechanismus molekularnich mimikry (28). Studie i@@CNmysSich také ukazaly, Zze k tomu,
aby coxsackievirus vyvolal diabetes, jefebia pedchozi vyskyt insulitidy (29).

Infekce enteroviry (virova RNA) byla nalezena verdch stevni biopsie u 75%
diabetiki a 10% kontrol, coZz nazdaje chronickou infekci séva, odkud by se viry mohly
rozSiit i do pankreatu (30). Z dostupnych dat se zdd@nieroviry by za witych podminek
CBV miZe za witych experimentalnich podminek chrénit proti vandiabetu (31).

Potencialni asociace DM1 a infekci rotaviry @aeigjSi pricina ditské gastroenteritidy)
je zaloZena na moznych molekularnich mimikry. Byddéezena podobnost mezi autoantigeny
typickymi pro DM1 (GADG65, 1A2) a virovym proteine32). Australska studie nalezla
asociaci mezi infekci rotaviry &ippomnosti protilatek proti ostvkovym antigem u dsti
s rizikem diabetu, ale dalSi studie z Finska totovsslost nepotvrdila (33, 34).

Podle hygienické hypotézy je sniZujici s€gtanfekci divodem zvysujici se
incidence autoimunitnich a alergickych onentinZlepSeni hygieny a mé&mfekenich
onemocgni vede k odliSné antigenni stimula¢hiem vyvoje imunitniho systému a zvysSené
incidenci autoimunitnich a alergickych onemémh Tato hypotéza je podfena poznatkem,
Ze geograficka distribuce alergickych a autoimuniironemoc#ni je inverzni k distribuci
onemocgni infekénich (hepatitida A, gastrointestinalni infekce,gzdtické infekce) a

zvySenou incidenci alergickych a autoimunitnichrobov poslednichiech dekadach (35).
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Také byla zaznamenana pozitivni korelace mezi sekimomickym indexem a DM1 (36).
HorSi socioekonomické podminky jsou spojené s wg8ozici infeknim chorobam v &stvi,
které mohou mit pozitivni vliv na vyvijejici se imitni systém. DM1 je také v rizikovych
rodinach¢astjSi u prvorozenychdi, takze expozice infekcim od sourozéty mohla mit
protektivni vliv (37).

V této souvislosti se také uvaZzovalo o tom, zdd@stdncidence neni figoben
ploSnym @kovanim. Zavedenidovani a narst DM1 v rozvinutych zemich preébl
sowtasre. Nékolik velkych studii nicmé&inenalezlo kauzalni vztah mezikovanim a DM1
(38, 39).

Bakterialni sloZeni gtvni mikroflory bylo uvazovano jako jedna z pramych
ovliviiujicich DM1. U NOD mysi a BB krys byl pozorovan gy§yskyt DM1 v podminkach
chovu bez specificickych patoge(SPF - specific pathogen free) ia podavani antibiotik
(40). V jinych studiich ale naopak podavani antikipiasobilo na vznik DM1 preventivn
(41). Zda se, Zeigvo pacient s diabetem ma zhorSenou schopnost gtvsouvisiou
bariéru a oddovat tak stevni bakterie od imunitniho systému (14). U DMligeati je také
castjSi subklinicky zast streva. Podavani probiotikiwie u NOD mysSi zabt@vat vzniku
DML1 (42). Zda se tedy, Ze antibiotika a probiotikaiviiuji vznik DM1 tim, Ze zasahuji do
slozeni stevni mikrofléry. NOD mysSi s deleci v genu MyD88dsélni molekula TLR drahy)
jsou gred vznikem diabetu chrény a po penosu do MyD88-/- mySi se diabetogenni klony
CD4+ T lymfocyti (nesouci BDC2.5 TCR) v pankreatickych lymfatickychinach nemnozi.
Podavani antibiotik MyD88-/- mySim &pzvySuje nachylnost k diabetu. Bezmikrobni
MyD88-/- mySi maji vysSi vyskyt DM1 oproti MyD88-fySim chovanym v SPF
u tohoto modelu a tato draha je u Myd88i#krpSena (43).

Albumin kravského mléka byl zkouman z hlediska \wnd autoimunity kvli
zkiizené reaktivit sérovych protilatek mezi alouminem a ICA-1 (powef proteinp burgk).
Vliv ¢asného zavedeni kravského mléka do stravy (nal readgirodlouzeného kojeni) na
vyskyt diabetu ale nebyl prokazan a i ve studii@giN®OD mySich a BB krysach byly
pozorovany protictdné vysledky (14).

Pozornost byla&novana také glutenu. Dieta bez mléka zaloZenaewri@d/ede
k vySSimu vyskytu diabetu u NOD mysi a k posunwkiyiové odpowdi ve stevé snmerem
k Thl (44). Bylo navrZzeno, Ze #&sovani zavedeni obilnin do stravyde u nachylnych

jedinax ovliviiovat vyvin diabetu. ZvySena reaktivita ke glutendiabetilki maze byt ale také
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dusledek porusené slizmi imunity spis nez toho, Ze by gluten specifichgisst|
autoimunitu k Langerhansovym astkim (14).

Pouze mal&ést vitaminu D je fijimana v potraw, vétSina je syntetizovana vaki pii
expozici slunénimu zdeni (UVB) ze 7-dehydrocholesterolu. Vitamin D oviliNe jak
imunitni systém, takijimo B buinky. Receptor vitaminu D je exprimovan n&siné bunsk
imunitniho systému: monocytech, makrofazich, deiettsich buikach, neutrofilech,
aktivovanych Th a Tc lymfocytech a aktivovanychusikéch (45).

Vitamin D inhibuje maturaci dendritickych b&k(DCs) a snizuje jejich schopnost
prezentovat antigen a tedy aktivovat Taky (46). Vitamin D fisobi také fimona T
lymfocyty a potl&uje produkci prozé&tlivych Thl a Th17 cytokit (47). Na druhou stranu
podporuje chemotaxi a fagocyt6zu mondcgtmakrofag a zvySuje jejich schopnost zabijet
bakterie (45).

Propuknuti DM1 je ovliviéino rainim obdobim a negati¥rkoreluje s mnozstvim
swtla (hodiny za nssic) (48). Také byl pozorovan severo-jizni gradientyskytu
autoimunit v Severni Americe, Eviop Cing (35, 124, 125). V &kolika studiich byla
prokazana nizsi hladina vitaminu D u padiesterstvym zachytem diabetu nez u zdravych
kontrol (49, 50, 51). U NOD mysSi vede deficienceminu D kéasrEjSimu propuknuti a
vySSi incidenci DM1 (80).

18



2 Imunopatologické mechanismy

DM1 je autoimunitni onemoéni zpisobené specifickou destruktbunsk
Langerhansovych osivki pankreatu produkujicich insulin. Za emnip burgk je
zodpowdna hlavi burgéna slozka imunitniho systému. Dochazi k infiltraci
Langerhansovych osivki makrofagy, DCs, T a B lymfocyty a NK (natural ki) buikami.

2.1 Insulitida

Po iniciaci autoimunitniho procesu nasleduje aspmgatticka faze, ktera je
rozpoznatelnaijtomnosti autoprotilatek v séru. Klinické propukinohemocgni mize
nasledovat az&kolik let po spou&ci udalosti. Po iniciaci autoimunity dochazi k pgsté
infiltraci ostrivka imunitnimi buikami — insulitict. Infiltrat je tvaren hlave T a B lymfocyty,
makrofagy a DCs. Kdyz je zr@no vice jak 80-90% burek, zbyvajici buiky nejsou schopné
pokryt potebu insulinu a projevi se&ignaky diabetu (53).

Insulitida je podrob&i popsana na mySim modelu diabetu. K prvninkdum
infiltrujicim ostrivky NOD mysi giblizné ve tech tydnech &u pati DCs a makrofagy.
Kratce poté mohou byt detekovany Thaky obklopujici ostiivky (peri-insulitis) (54).
Poskozeni osiivku vede k uvolini dalSich autoantigénjejich vystaveni imunitnimu
systému a aktivaci dalSich T hikn(epitope spreading — ro¥dvani epitopu) a amplifikaci
zaretlivé reakce (Obrazek 3).

Obrazek 3: Infiltrace osiwki lymfocyty u NOD mysSi (55).
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2.2 T lymfocyty

Kli¢ovou roli v autoimunitni destruk@ burek hraji T lymfocyty. Gikazem toho je,

Ze indukce diabetu virovou infekci (EMC-M virus)ifezné pouze u thymus-kompetentni
normalni mysi, ale ne u nude mysi (ktera nema ttsytan. ani funkni T buiky) (56).
Athymické NOD mysi a NOD.scid mysi diabetes nerapu. Podavani anti-CD3 protilatek
NOD mysim s funknim thymem zabrauje vzniku diabetu. Klony T bwk specifické pro
ostiivkové antigeny byly izolovany ze z&em zasazenych ofitrikii a splenocyit
prediabetickych i diabetickych NOD mysSiét€ina pokus s genosem T butk ukazala, ze
pro prenos diabetu jsou patba CD4+ i CD8+ T lymfocyty. Cytotoxické CD8+ Titky
izolované z osftivka diabetickych NOD mysSi zabiffi buiky in vitro a s pomoci CD4+ bk
vyvolaji diabetes po adoptivnhim transferu (57).

Cytotoxické CD8+ T biiky se podili na destrukfibuntk mechanismem
perforin/granzymy i Fas/FasL interakci. NOD mysiesektni tvorbou perforinu vyviji
insulitidu, ale ne diabetes. Fas deficientni NOSmmetrpi insulidou ani diabetem. Apoptéza
B burgk maze byt dale zprostdkovana TNE (tumor necrosis factor) tvenym CD4+ T
buikami (57).

Autoreaktivni T btiky ¢asto rozeznavaji stejné autoantigeny jako autdatkyi
(insulin, GAD, ZnT8). T biitky mohou rozeznavat i dalSi antigeny jako IGRRetispecific
glukose-6-phosphatase catalytic subunit-relateteprpa chromogranin A a to u NOD mysSi a
lidi nesoucich uité alely asociované s diabetem (55).

2.2.1 Th1/Th2

Naivni CD4+ T lymfocyty mohou diferencovat nékolik typa efektorovych Th
burgk (Obrazek 4). Pro autoimunitni destruRddburgk jsou zdsadni Thl lymfocyty
charakteristické produkci interferonu (IFNJ IL-2 (58). Th1 cytokiny (IL-2, INf) se podili
na vzniku diabetu zatimco Th2 cytokiny (IL-4) pretiniku diabetu spiSe chrani.

Studie na NOD mysich ukazaly, Ze destrukdmintk Langerhansovych osirku je
doprovéazena infiltraci IFNprodukujicich Thl lymfocyit (59). Experimentakindukovana
insulitida charakteristicka IL-4 produkujicimi Tih@mfocyty je wtSinou benigni, nebo
dokonce chraniied destrukci osivkt (60).

Podavani anti-IFN protilatek zabrani vzniku diabetu u NOD mysi. Nalopucena
exprese IFN v B buikdch normalnich mysSi vede k vyvinu diabetu. GeRétbsence INfFu
NOD mysi zpomali gibéh onemocwini, ale nezabrani mu. Systémoveé podavani IL-4 20IL-
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NOD mysSim a nucena exprese IL-$ buikach zabrani vzniku onemagri. Lokalni exprese
IL-10 v ostfivcich vznik diabetu naopak akceleruje (57).

Infiltrace Th1 lymfocyty dominuje i u DM1 pacien{61, 62). T lymfocyty DM1
pacienti po expozici ostrvkovym antigeim (proinsulin, IA2) prezentovanym diabetogenni
alelou HLA-DR4 polarizuji siléa smérem k Th1l odpog&di, zatimco nediabetické HLA-
identické kontroly spiSe k Th2/Treg odgadv (58).

2.2.2Thl7

Studie na z\ecich modelech naz&gi, Ze hlavni roli v patogenezi DM1 hraji 1N
sekretujici Thl biiky, které aktivuji makrofagy a cytotoxické CD8+yirifocyty.

S objevem dalSich podskupin pomocnych Thakwse do centra pozornosti dostaly
Th17 lymfocyty, které se ukézaly jako vyznamné ymoik nekterych autoimunitnich
onemocgni (revmatoidni artritida, rotrouSena sklerozapdicka zastliva stevni
onemocgni) (63). Podavani neutraliaich anti-IL-17 protilatek NOD mySim snizilo
incidenci diabetu a infiltraci ostvka oproti kontrolni skupi#, ale pouze pokud byly
protilatky podavany v efektorové fazi onemécn Inhibice IL-17 Bhem pa@ateini faze
rozvoje autoimunity negtta na progresi diabetu vliv. Relati&malé mnozstvi Th17 bk
v infiltratu ostiivka naznéuje, Ze Th17 se podileji spiSe na regulactzém sekundarnich
lymfoidnich organech nez naimé destrukci ostivka (64).

Th17 buiky z BDC2.5 mySi exprimujici transgenni TCR rozpizajici antigen
ostrivkovych burek vyvolavaji diabetes po adoptivnim transferu doIN€Zid recipient.
Prenesené hiky ale neni fenotyp na Thl-like a exprimuji IRNPodavani anti-IFi
protilatek po penosu zeslabilo pbéh diabetu zatimco podavani anti-IL-17 réomna vyvoj
diabetu vliv (65).

Monocyty z periferni krve pacieins DM1 po izolaci spontagrsekretuji prozattlive
cytokiny IL-1B a IL-6, které indukuji expresi IL-17 u p&tiovych CD4+ T lymfocyi. Tyto
in vivo aktivované monocyty indukuji vice IL-17 sekretigftburtk z pangtovych burk

Vv porovnani s monocyty od zdravych kontrol (66).
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Obrazek 4: Vyvoj naivnich CD4+ T lymfodytPo aktivaci mohou pod vlivem cytokinového predi
vznikat 1izné druhy efektorovych T lymfoaytkteré majiizné funkce v imunitni odpe@di. V piitomnosti IL-
12 dochazi k diferenciaci na Thliky typické produkci IFN. Thl buiky jsou dilezité pro buaénou odpo¥d’
proti intracelularnim patogém. Pod viivem IL-4 diferencuji naivni T Bky na Th2 lymfocyty, které aktivuji
humoralni odpo&d” a mohou hrat roli i v alergickych stavech. Thakwjsou charakteristické produkci IL-4,
IL-5 a IL-13. Kombinace cytokinIL-6 a TGH vede ke vzniku Th17 bgk exprimujicich IL-17, IL-21 a IL-22.
Tyto buiky hraji dilezitou roli v regulaci z&ftu. (Upraveno dle 67).

2.2.3 Tregs

Soudi se, Ze patogeneze autoimunitnich oneémbga zpisobena selhanim
mechanism centralni a periferni tolerance. FoxP3+ reguid lymfocyty jsou dlezité pro
udrZeni tolerance k vlastnim tkanim. Podileji suraeni autoimunitnich reakci jednak
primym mezibugénym kontaktem, jednak tvorbou tlumivych cytoki(r GH3, IL-10).
Mutace v hlavnim transkrmim faktoru Tregs — FOxP3 — vede k multiorganovému
autoimunitnimu onemoeéni (IPEX syndromu) (55). V daypropuknuti diabetu u NOD mysi
je pacet a funkce Tregs v pankreatu snizen (68). Depleegs zhorSuje fibéh diabetu u
NOD mysi, zatimco adoptivni transfer Tregs zabpiiopuknuti onemocmi (69). U lidi
nebyla nalezena zin¢na frekvence Tregs v periferni krvi diabéti’ 0, 71). Nkteré studie
ale nalezly zrény ve funkinich vlastnostech Tregs izolovanych z krve DM1 gafii Byla
zjiSténa snizena schopnost suprese proliferace Toagula&nimi buikami diabetik a nizsi
koncentrace IL-10 wthto kulturach (72).
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2.3 B lymfocyty

DM1 je charakteristicky iitomnosti autoprotilatek proti otrkovym autoantigeim.
Nicmére byl popsan fipad DM1 u pacienta gikou deficienci B lymfocyt, takze protilatky
nejsou pro destrukci ostrki zasadni (73).

Hlavni autoprotilatky u DM1 rozpoznavaji 4 autogetiy: 1A2, insulin, GAD65 a ZnT8 (74).
Casna pitomnost autoprotilatek ukazuje na roli B Blav pasatesnich imunologickych
procesech. U NOD mysi infiltruji B ity pankreas &hem ranych stadii onemagri a
geneticky knock-out nebo odsteari B burek pomoci protilatek ma protektivnéinek. B
bunky ziejme prispivaji k patogenezi DM1 tim, Ze prezentuji amigeabetogennim CD4+ a
CD8+ buikam (14). U dti se &tSinou prvni objevuji protilatky proti insulinu,adolescerit

a dosplych jsoucastjsi anti-GAD protilatky. Anti-IA2 a ZnT8 Ize detekat s progresi

onemocgni (56).

2.4 Makrofagy

V ¢asné fazi insulitidy tvid vétSinu burek infiltrujici ostrivky makrofagy a DCs.
Infiltrace &chto burk predchazi napadeni ostka T buikami, NK buikami a B lymfocyty
(u NOD mysi, BB krys). Inaktivace makrofdgxidem Kemiitym vede k prevenci insulitidy
a diabetu. Splenocyty z NOD mysi po depleci malgbf po transferu do NOD.scid (severe
combined immunodeficiency) recipienta nevyvolaghites, na rozdil od kontrolnich NOD
mySi s makrofagy, coz nazhge, Ze makrofagy jsou nezbytné pro vznik efektgobvT
burgk cytotoxickych prd buiky. U NOD mysSi s depletovanymi makrofagy nedochazi
k destrukci transplantovanych astka T buikami. V prostedi bez makrofdgbyla snizena
Th1l odpo¥d vlivem nedostatku IL-12, cytokinu produkovanémvniamakrofagy. Podani
IL-12 zvrétilo preventivni &inky odstragni makrofag na vyvoj diabetu (75). Makrofagy
tedy @ispivaji k vyvoji diabetu také polarizaci imuniwdpowdi smérem k Thl.

Oproti kontrolnim mySim kmem makrofagy z NOD mysi produkuji vySSi mnozstvi
prozartlivych cytokini IL-12, IL-1f, TNFa po stimulaci CD40L, LPS nebo po pohlceni
apoptotické biikky. Makrofagy NOD mysi jsou také m&acinné v odstraovani
apoptotickych bugk (76).

2.5 NK bu riky

NK bunky byly detekovany v pankreatu NOD mysi i diabejudk pacieni. Deplece T
regulanich burgk u NOD mysi vede k projém diabetu zpisobenych zesilenou aktivaci NK
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burgk v pankreatu (77). Na druhou stranu byla popsmatektivni role NK budgk na mySim
modelu DM1. U diabetik byla pozorovana zhorSenéa funkce NK &kirRole NK burk
ziejme zavisi na infe&nim kontextu a stupni insulitidy (74).

2.6 INKT bu riky

INKT bunky jsouaf T lymfocyty rozpoznévajici nepolymorfni CD1d maldk
prezentujici glykolipidy. Tyto hiky exprimuji nepolymorfni fetézec asociovany
S omezenym repertoargdriettzci. Po aktivaci TCR produkuji velké mnozstiznych
cytokini a podili se na regulaci imunity. Byl popsan jejicBventivni vliv na autoimunitni
onemocgni. Mysi se zvySenou frekvenci INKT béln(adoptivnim transferem nebo genovou
galaktosylceramid) inhibuje vyvoj diabetu u NOD my$8OD mysSi maji snizeny get a
zhorSenou funkci INKT butk a tento defekt by mohkispivat k nachylnosti k DM1 (74).

2.7 Autoantigeny

Mezi hlavni autoantigeny identifikovan&lovéka pati GAD65, 1A2, insulin a ZnT8.
Proti #mto autoantigeimm |ze detekovat jak T bétnou odpo¥d, tak gitomnost
autoprotilatek. U &i se tSinou prvni objevuji anti-insulinové protilatkyadolescerit a
dosglych jsoucastjSi anti-GAD protilatky. Anti-IA2 a anti-ZnT8 |zeedekovat s progresi
onemocgni. Fresna roledchto autoantigainv patogenezi onemoéni neni zndma (56).

2.7.1 GADG65

GAD (glutamic acid decarboxylase) je enzym, ktezkatboxyluje glutamat na
kyselinuy-amino butyrovou (GABA). Ta funguje jako inh#oii neurotransmiter v centralni
nervové soustayv Nedostatek GABA neurotransmiteru v mozku je asgin S onemoemim
stiff person syndrome (SPS). Toto vzacné oneriticse projevuje ztuhlosti svah kKecemi.
U pacientt s SPS jsouiftomné vysoke titry anti-GAD autoprotilatek. Od piatek
piitomnych u DM1 se ale liSi rozpoznavanym epitopemotypem.

Dekarboxylaza kyseliny glutamové je exprimovanaukyeatu, jeji funkce je ale
nejasna. Stimuladeburegk glukdézou vede k uvolimi GADu. Autoprotilatky proti GAD
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mohou byt jednim Zasnych znak probihajiciho autoimunitniho zén. Anti-GAD
protilatky jsou dilezitym markerem pro predikci DM1 (78).

Kromé B burgk je GAD exprimovan i v mozku, varlatech, v&jécich, thymu a
Zaludku savit, v lidskycha, 6 a pp bukach pankreatu (polypeptide producing cells). Jsou
znamé d¥ formy GADu: GAD65 a GADG67. Jsou kédovanéizmymi geny, sekvemi
homologie aminokyselin jefiplizné 70%. Expresesthto dvou forem osiivkovymi buikami
se liSi u fiznych ZivaiSnych drul: u ¢lovéka a krysy pevazuje exprese GAD65, u mysi
GADG67 (57).

GAD-reaktivni Thl biitky z NOD mysi po adoptivnimipnosu vyvolaji diabetes u
NOD.scid (severe combined immunodeficiency) reaifliecExprese GADu pod MHCI
promotorem u NOD mysi zrychlila propuknuti a zvg3iticidenci onemoemi. Selektivni
suprese exprese GADU\buikach zabranila vzniku diabetu, coz naire, Zze u NOD mysi

by GAD mohl byt spousficim autoantigenem ve vyvoji DM1 (79).

2.7.2 Insulin

Insulin je jediny autoantigen asociovany s DM1 $fpelgy pro B buiky (Obrazek 5).
Autoprotilatky proti insulinu byly detekovany u 598acient v pozdni preklinické fazi
diabetu nebosre po diagnoze (57). Klony CD4+ T bélnspecifické pro Betézec insulinu
zrychluji pfibeh diabetu u mladych NOD mysSi a vyvolavaji diabgesdoptivnim transferu
do NOD.scid recipiefit Oralni podavani insulinu u NOD mysi zpomalujégh
onemocgni. Intrathymickd injekce a subkutanni nebo intséai podani pottaje vznik
diabetu u NOD mysi (57).

Podavani insulinu co nejge po diagndze diabetu vede k prodlouzeni fazesem
zlepSeni residualni sekrece insulinu.Tento efakhého zahajeni insulinoterapie g&wnou
vyswtluje hlavre ochranol burgk snizenim narakna jejich produkci insulinu. Diazoxid
(priméarre antinypertenzivum)je latka blokujici endogennireekinsulinu a indukuje tak
klidovy stavp burgk. Podavani diazoxidu vedlo k prodlouzeni residutinkcep burek u
dosglych diabetickych paciefit Podavani u&ti vSak nélo nezadouci &inky a prodlouzilo
funkci B burék pouze na limitovanou dobu (57).

Schopnosp burgk tvorit insulin se zjiguje métenim C-peptidu. C-peptid je 31
aminokyselin dlouhy peptid spojujici A aiBzec proinsulinu, ktery jednem maturace
insulinu od&povan a uvalovan do krevniho aihu, kde cirkuluje nezavisle na insulinu. U

DM1 Ize sledovat progresivni pokles hladiny C-papt&Z pod hladinu detekovatelnosti. C-
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peptid ma zejme fyziologickou funkci sam o s@bovliviiuje permeabilitu cév, snizuje

propustnost cév v retira ma pozitivni efekt na funkci n€r¢78).

Lidsky proinsulin
C-peptid
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Obrazek 5: Sekvence lidského proinsulinu a insulBekvence Betzce aa 9-23 je rozpoznavana
imunitnim systémem u DM1 paciéntésné po manifestaci a jedifics vysokym rizikem vzniku DM1, ale ne u

HLA identickych zdravych kontrol (80). Upraveno d&).

2.7.3 1A-2

Tento protein pétici do protein tyrosin fosfatazové (PTP) rodinp@azovan za
jeden z hlavnich autoantige®M1. Autoprotilatky proti IA2 byly nalezeny u 70f@acient
s DM1, ale ne u NOD mysi ani BB krys (57). Prokiahalezené u DM1 pacianpii
manifestaci rozpoznavajigvazré cytoplasmatickou doménu. I1A-2-specifické =N
sekretujici PBMC byly detekovany u DM1 pacigrdle ne u zdravych kontrol (80).
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2.7.47ZnT8

Protilatky proti ZnT8 jsou fitomné u 60-80% pacienpii manifestaci DM1 a u 30%
pacient s jinymi autoimunitnimi onemo&nimi. Tyto protilatky byly detekovany u 26%
DM1 pacienti negativnich na ostatni autoprotilatky asociovad@ébetem (82). Protilatky
proti ZnT8 se objevujifedevsim v pozdni fazi insulitidy a jejichifpmnost je

charakteristick&a spiSe pro starsi jedince (83).
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3 Intervence

3.1 Preventivni intervence

3.1.1 Identifikace prediabetu

Prediabetes je obdobi¢hem kterého probiha destrukt®urek, ale zbyva jest
dostaténé mnozstvi busk pro udrzeni glukézové homeostaze. Jedinci semikzniku DM1
mohou byt rozpoznani na zaktagenetického vys&ni. Ackoli 70% diabetik nese rizikovy
genotyp (v HLA lokusu), pouze 3-7% nositééchto genetickych mark&onemocni
diabetem (84). DalSim markerem probihajiciho autioitniho zastu je piitomnost
autoprotilatek. Ftomnost dvou a vice autoprotilatek je spojenassimg rizikem progrese do
diabetu nez fitomnost pouze jedné autoprotilatky (84, 85, 86)olstvi a druh protilatek se

v prabéhu onemoceni meni a protilatky mohou i Upkvymizet (84).

3.1.2 Antigenn é specifické navozeni oralni tolerance

Béhem autoimunitniho procesu se réaf@ repertoar rozpoznavanych autoantigen
Pro navozeni tolerance se zatim zkouSely pouzeimpgibuzivajici jeden autoantigen.
Idedlre by melo dochazet k ,bystander” supresi T regulani burkami. Tento postup
nicmére pii aplikaci na pacienty némesl| jednoznén¢ pozitivni vysledky.

V ,DPT-1" (Diabetes Prevention Trial-1) studii nélpyokazan pozitivni efekt
oralniho nebo subkutanniho podavani insulifup®zjSi analyze se ukazalo, Ze oralni
podavani insulinu oddali propuknuti DM1 pouze ugkagbiny s vysokymi titry autoprotilatek
proti insulinu (87, 88).

V ,DM1 Prediction and Prevention Study“ nebyl praka pozitivni vliv denniho
intranasalniho podavani insulinu (89), naopak gn#sal Insulin Trial“ ukazal, Ze podavani
insulinu jedinédm s vysokym rizikem vzniku DM1 vedlo ke zvySeniyy protilatek a
snizeni T bu&né odpo¥di k insulinu (14).

3.2 Interven éni studie t ésné po manifestaci diabetu

Cilem interveginich studii u no¥ diagnostikovanych pacienje co nejdelSi zachovani

residudlni sekrece insulinu. V dolliagn6zy diabetu maji¢hteri pacienti zachovanou
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zbytkovou funkcip burgk. U predskolnich ¢&ti vétSinou dochazi ke ztriatesidualni funkce

do jednoho roku od diagndzy. Starsfid adolescenti mohou mit zachovanou zbytkovou
sekreci insulinu i po&kolik let. Ve vzacnych padech dochézi ke kompletni remisi — funkce
B burek se kratce po diagnoze vyr&zriepSi, metabolismus glukézy se normalizuj€jaky

¢as neniieba podavat insulirCasgjsi je casténa remise (tzv. ,honeymoon period),
charakterizovand stabilni hladinou krevni glukdzsz epizod hypoglykémie a ketoacidozy.
Tato faze se objevuje &tginy pacieni alespd na rékolik mésiai. V tomto obdobi std
podavani relativimalych davek insulinu. | mala rezidualni sekrexilinu zlepSuje kvalitu
Zivota pacient — umouje lepSi kontrolu glykémie a sniZuje riziko akgtmi pozdnich
komplikaci (78).

3.2.1 Nespecifické intervence

Antigenre nespecifické intervence se zatim nejvice &anualy na T lymfocyty, které
se podili na efektorové fazi destrukce dtfi (Obrazek 6).

Cyklosporin inhibuje tvorbu IL-2 a tudiz funkci yrhfocytii, bohuzel také
protektivnich T reguknich burgk. Lécba cyklosporinem vyvolala kratkodobou remisi
onemocgni, dlouhodobé uzivani ale neni moznélkzavaznym vedlejSimdinkam (90, 91,
92).

Anti-CD3 monoklonalni protilatky zisobuji kratkodobou internalizaci TCR-CD3
komplexu, coz zabrani rozpoznavani antigenu. @ujitaké genos signalu z TCR a
indukuji anergii nebo apoptdzu prefetaéiu aktivovanych Thl busk (93). Apoptdza je
castén¢ zpisobena CD95/CD95L interakci se sousednimiikbmi, coz vyswtluje nejwtsi
ucinek v mistech s vysokou hustotou efektorovych mekuzn. v mist zarétu. Podani anti-
CD3 protilatek také indukuje vyvoj Tregs (94). Pivadi se pl# humanizované IgG1
protilatky Tepluzimab a TRX4/Otelixizumab. Teplizamoddalil u ¥tSiny pacieni progresi
DML1 o vice nez rok. Pddch letech od by n¢li pacienti lepSi vysSi hladinu C-peptidu a
nizSi davky insulinu oproti kontrolni sku@inTRX/Otelixizumab také zachoval funkgi
burgk a snizil patebu insulinu je$t18 meésial po |&beé (95). Nicmér se nepodidlo
dosahnout normoglykémaeobjevily se i vedlejSidinky — anti-idiotypové protilatky a
reaktivace EBV (Epstein-Barr virus) (96).

DalSi gistup vyuzival anti-CD20 monoklonalni protilatkyi{i&imab) pro odstraimi
B burek, které se na patologii DM1 podilejiegme hlavre jako antigen prezentujici biy.
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Druha faze klinické studie prokazala prezervacieptlu po dobu 3 — 6 ¢siai. Oproti anti-
CD3 protilatkdm je aledinnost nizk& (97).

DalSim moznym cilem pro terapii je kostimétd molekula CTLA-4. Fuzni molekula
CTLA-4 a Igiettzce (Abatacept) zahiaje CD28/B7 kostimulaci T bwk a tim tlumi jejich
aktivitu. Monoterapie je zatim ve druhé fazi klikych test (14).

V souwtasnosti probihaji klinické studie testujici ILLR&n{agonista IL-1 receptoru) na
pacientech kratce po diagnoze. IL-1 je cytotoxipkyp buiky invitro a anti-IL-1 terapie
byla isgsna u mysiho modelu (14).

Antagonisté TNE Etanercept (solubilni TNF receptor) a Infliximabdnoklonalni
protilatka) se pouzivajiiplécbeé revmatoidni artritidy. V druhé fazi klinické stediEtanercept
snizil HbAlc a zlepsil tvorbu insulinu (98). Rol&lFa u diabetu je ale komplikovajsi.
Agonisté TNk a TNF receptoru mohou selektévmabijet autoreaktivni CD8+ T by (99).
U mySi TNFx v ¢asné fazi autoimunitni zéinspiSe akceleruje, pogdho naopak tlumi (100,
101). Byly popsanyifpady vyvoje diabetu u paciéns artritidou (revmatoidni artritida,
juvenilni idiopatickd artritida) po &b¢ Etanerceptem, ale i ofyay pfipad Gstupu DM1 u
pacienti s revmatoidni artritidou po anti-TNFRerapii (102, 103, 104).

3.2.2 Antigen-specifické interven €ni studie

Cilem je navodit specifickou toleranci bez nutnastkové imunosuprese. Vystaveni
specifickému mnozZstvi autoantigenuze vést k modulaci imunitni odp&di — nag. lécba
alergii. U zvfecich modal se prokazalo, Ze podavani autoantigeniZze oddalit nebo i
zabranit propuknuti diabetu. Doy mechanismusisobeni tohotoifistupu je posunuti
rovnovahy v populaci CD4+ T bgk od Thl k Th2. Tento posun byhvést ke k potlaéeni
prozartlivych cytokini a indukci regulénich T burk (78).

HSP

Synteticky peptid Diapep 27¢4st HSP60) byl podavan daspm pacientm po
diagn6ze DM1 a kéba vedla k zlepSeni zbytkové sekrece insulinu legadoucich dinki
(105). U dti a adolescentale tato léba nepinesla Zadny signifikantni efekt (106yepme
kvuli intenzivrgjsi autoimunié typické g manifestaci v niz§imaku.

Insulin

V prvni fazi klinické studie vedla vakcinacefr&zcem insulinu spolu s IFA
(incomplete Freund’s adjuvans) ke zvySenému mnboitstulin-specifickych T regutaich
burgk az do dvou let po vakcinaci (107).
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GAD65

Studie u NOD mysi ukazaly, Ze podavani GADG&ezabranit vzniku diabetu (108).
U lidi probshla studie s GAD vakcinou (Diamyd) obsahujici aekombinantni GAD65 a
hydroxid hlinity (alum). Alum zlepSuje prezentaatigenu APC a indukuje spiSe humoralni
nez burgc¢nou odpo¥d’. U pacieni manifestovanych ve vyssSindku vedlo podavani ke
zlepSeni residualni sekrece insulinu (109). Dale&evakcina zkouSela @tila adolescent
tésné po diagn6ze DM1 se zvySenymi anti-GADG65 protilatikal) kontrolni skupiny i
skupiny I&ené Diamyd vakcinou byl pozorovan progresivni ppkiEného C-peptidu i jeho
sekrece po stimulaci. Signifikantni rozdil ¢h&m C-peptidu sice nebyl pozorovan po 15
mesicich, ale po 30 #sicich ano. MnoZstvi stimulovaného C-peptidu kizsaéré u skupiny
lé¢ené Diamydem po 15 i 30asicich. Efekt na residudlni sekreci insulinu byt@avan
pouze u pacieftlécenych do 6 résial po diagnéze. U skupinydéné Diamydem bylo
pozorovano ¥tsSi mnozstvi anti-GADG65 protilatek a rozdil byl nwozstvi gkterych
cytokina poin vitro stimulaci GADem (110). Vea¢ti fazi klinickych zkousek se ale tyto
vysledky nepotvrdily a po 15 #sicich od zahajenidby nebyl pozorovan rozdil
v stimulovaném C-peptidu, davkach insulinu ani hea@iibAlc (111).
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Obrazek 6: Schéma patogenetickych mechainesmozné cile imunointervenci u DM1. V gaané

doks je testovano velké mnozstvi nespecifickych i aigpecifickych terapii (55).
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4 Metodika

4.1 Material

Materialem byla periferni Zilni krev odebirana dekZmavek obsahujicich

Li-heparin (Vacuette, objem 9 ml).

4.2 Chemikalie

. Pracovni médium: Earle’s Balanced Salt SolutionSEB(Sigma, USA)

. Kultiva¢ni médium: RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen, USA)

. Fetalni bovinni sérum (FBS) (Sigma, USA)

. Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Svédsko)

. Smes antibiotik a glutaminu: penicilin (@/ml), streptomycin (dug/ml), L-
glutamin (200 mM) (Sigma, USA)

. Syntetické diabetogenni antigeny: GAD65 celd mdeeklA2 sekvence a.a.
853-872 (Prolmmune, UK)

. Phytohemagglutinin (PHA) (Sigma, USA)

. Kryoprezervant: dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma, UBA

. Protilatky na plitokovou cytometrii:
CD3 FITC Miltenyi Biotec
CD3 APC H7 BD Biosciences
CD4 Alexa Fluor 700 | EXBIO Praha a.s.
CD8 APC EXBIO Praha a.s.
CD14 PE Miltenyi Biotec
CD19 FITC Invitrogen
CD25 PE Miltenyi Biotec
CDA45 PerCp Miltenyi Biotec
CD 127APC Miltenyi Biotec
Smes CD3 FITC a Beckman Coulter
CD(16+56) PE

. Human IFN ELISpot Plus Kit (Mabtech, Svédsko)
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. Human Interleukin-17A ELISpot Plus Kit (Mabtech,ésigko)

4.3 Pristroje a programy

. Centrifuga: Hettich Universal 32 R

. Mikroskop: Olympus CX31

. Pratokovy cytometr: BD LSR Il (BD Biosciences, USA)
. Summit v4.3 (USA)

. R Studio 2.14.1 (Rakousko)

4.4 Charakteristika souboru

Byly shromazédny vzorky od 76 &ti s potvrzenou diagn6zou DM1, ze vzoikyly
separovany PBMC, které byly zamrazeniy.rAkiru byla metodou RIA (radio immunoassay)
vySetena hladina anti-GADG65 a anti-IA2 protilatek (Olek8) a HbAlc. Po vySeni
protilatek bylo do souboru g@zeno 30 protilatkaypozitivnich pacierit (cut off GAD65: 0,8
U/ml; 1A2: 0,6 U/ml): 15 s pevahou anti-GADG65 protilatek a 15 gepahou anti-IA2Ve

skupire bylo 18 divek a 12 chlapcRozdleni wku ve skupinach viz Obrazek 7.

minimum| median prameér | maximum
vék (roky) 6 12 12,3 | 18
trvani DM1 (roky) | 0,3 4,5 4,5 10,5

Vek ve skupinach

w - —_— [}

DP GAD IAZ LOWY

Skupina

Obrazek 7: Graf rozdeni wku ve skupinach.
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Pacienty jsme rozitili do 4 skupin:
* DP - vysoka hladina GADG65 i IA2 protilatek (GAD6BA2 > 3 U/ml)
* GAD - vysoka hladina GADG65 protilatek (GAD65 > 3nu)
* 1A2 — vysoka hladina IA2 protilatek (IA2 > 3 U/ml)
* LOW - nizka hladina GADG65 i 1A2 protilatek (GAD63A2 < 3 U/ml)

DP 9 pacient
GAD 7 pacieni
IA2 9 pacient
LOW 5 pacieni
1A2 protilatky GADG5 protilatky
?r -] —_ g B
= £
£ 3 g
2 84, z :
= 8 i o
R 8 s
< 0 ’ =
g e o = o
o o ]
g g g
o - -] g = 8 8 B ]
T T T T T T T T
DP GAD 142 LOwY oP GAD 142 LOWY

Skupina Skupina

Obréazek 8: Graf zastoupeni anti-GADG65 a anti-1Agtidtek ve skupinach.

4.5 Metody

4.5.1 Gradientova centrifugace

PBMC byly izolovany pomoci hustotni gradientovétaéngace na ficollu (Obrazek
9). Tato metoda vyuZziva rozdilnou hustotu jedngtivburék. Krev se ngedi médiem (EBSS)
1:1 a navrstvi na ficoll, poté se centrifuguje 30@um pii 400g. Na da se vytvdi vrstva
erytrocyfti, nad nimi ve vrst¥ ficollu se nachézi granulocyty. Mononuklearnhky
(monocyty, lymfocyty, makrofagy) maji nizSi hust@wytvai prstenec na povrchu ficollu

(112). Odebrané PBMC se dale promyvaly a po izaawirazily.
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serum, trambocyty
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Zfedéna centrifugace
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Ficaoll erytrocyty,
/ granulocyty

Obréazek 9: Schéma separace PBMC pomoci gradientmtéfugace.

4.5.2 Zamrazeni a rozmrazeni

PBMC jsme zamrazili v médiu RPMI s 20% FBS. Jakgmprotektivum jsme pouZzili
DMSO (dimethyl sulfoxid), ktery zabitaje tomu, aby setpzamrznuti vytvaily velké
krystaly vody, které by poSkodily hkly. DMSO je poteba gidavat po kapkach (na kotreou
koncentraci 10%). Biky jsme zamrazili v nadabs izopropanolem (Mr. FrostyNalgene) a
skladovali v -80°C. Izopropanol zpomaluje zamrzéakze teplota klesa o cca 1°C/min.

Po rozmrazeni jsme bky naedili RPMI, promyli médiem se sérem a nechaéig
noc v inkubatoru, abychom odstraniliikty poSkozené mrazenim a na ELISPOT nanesli

pouze biiky schopné dalsi kultivace.

4.5.3 Stimulace antigeny

Bunky (v koncentraci 1 mil busk/ml) byly stimulovany syntetickymi diabetogennimi

antigeny GADG65 a IA2 vaé¢ch fiznych koncentracich.

GAD65-1 2,5ug/mil bb
GAD65-2 5ug/mil bb
GADG65-3 10ug/mil bb
IA2-1 0,5 pg/mil bb
IA2-2 1 png/mil bb
IA2-3 2 ug/mil bb
PHA 10ug/mil bb
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Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili PHA. Negatiwdntrola byly pouze hiky
v médiu s antibiotiky. K bitkam jsme pidali antibiotika s L-glutaminem (10I/ml) a
kultivovali celkem 72 hodin.

4.5.4 ELISPOT

ELISPOT (Enzyme-linked immunosorbent spot) je matachoZujici vizualizaci
jednotlivych bugk produkujicich dany cytokin (nebo jiny produkt)iki vysokeé citlivosti (1
buika ve 100 000) umakije detekci antigen-specifické odpo. PVDF
(polyvinylidenfluorid) deska je potazena protilatkspecifickou k hledanému produktu. Do
jamek se za aseptickych podminek napipetujkippolu s antigeny. Jejich sekngé
produkty se navazi na protilatky v okolitty. Po odmyti buek se produkty vizualizuji
znaenymi protilatkami, na desce se tak vyfviecky (spoty). Kazda t&ka odpovida jedné
antigen-specifické hice (Obrazek 10).

Pomoci ELISPOTU jsme &ili produkci IFNy a IL-17. Buiky jsme na desce nechali
kultivovat 48 hodin. Cytokiny jsme detekovali bioflovanymi protilatkami a streptavidin-
HRP (molekula streptavidinu konjugovanaieriovou peroxidazou), substrat pro peroxidazu
byl TMB (3,3,5,5-tetramethylbenzidin). Streptavidin se sikpecificky vaze na biotin a

umoziuje zesileni signalu. Oxidaci TMB peroxidazou vaniarevny produkt.
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’f PotaZeni desky primarni
antigen-vazajici protilatkou

Inkubace bunék s antigenem

Sekretované cytokiny se vazina
proftilatky v okoli bunky

Detekce cytokind biotinylovanou
protilatkou

Streptavidin-HRP se vaZe na biotin

Po pfidani TMB substratu vznika
barevny produkt

Legenda X Biotinylovana
Y  Primamiprotititka protilatka

Streptavidin-HRP
@&  Cytokin * !

@ Cytokin sekretujici unka @® Barewy produkt

Obrazek 10: Princip ELISPOTu. Upraveno dle (113).

4.5.5 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie umaitije netreni fyzikalre-chemickych vlastnosti bk (nebo
jinych biologickychéastic) hem jejich péichodu laserovym paprskem (Obrazek 1%). P
prachodu buky paprskem dochéazi k rozptylu a lomuétk. Rimy rozptyl (FSC — forward
scatter) je urérny velikosti buiky, baini rozptyl (SSC — side scatter) vyfage granularitu.
Krome toho miZze byt detekovana rovh fluorescence prochéazejici¢hstic. Fluorochromy
navazaneé na liy absorbuji sétlo vyz&ené laserem &ast takto pohlceného &la (o

rozdilné vinové délce) nasletlemituji. Pfitokové cytometry se skladaji ze systému fluidniho,
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optického a elektronického. NejstjSim zobrazenim takto ziskanych dat je dot plot —

dvouroznérny graf, ve kterém je kazdaika zobrazena jako dka.

. . Wrorek
Hnaci kapaling . I (Fradens bufky v suspenzi)
\ 3
§ Hydrodynamicks fokusace
ﬁ Detekos fluorescence
’/ emitovang znadenymi bufikatni
I Detekoe piimeho & hodniho
* ﬁ . * rozptylu svétla
Lazer ‘
\ /

Obréazek 11: Princip fitokové cytometrie. Upraveno dle (114).

Pomoci piitokové cytometrie jsme &ili zastoupenidchto bure¢nych populaci:

Populace Povrchové znaky

NK bunky CD3CD16'CD56'

NKT bunky CD3'CD16' CD56'
monocyty CDD14

B lymfocyty CD3CD19

T lymfocyty CD3

Tc CD3CD§&'

Th CD3CD4"

Tregs CD3CD4'CD25"CD127°




Bunky druhy den po rozmrazeni jsme promyli PBS a nélimmotilatkami ve tech
zkumavkach:

1) CD3 FITC, CD4 Alexa Fluor 700, CD25 PE, CD45R&erCD127 APC

2) CD3 APC H7, CD4 Alexa Fluor 700, CD8 APC, CDI®B,ED19 FITC

3) CD3 FITC, CD(16+56) PE

Bunky jsme ngfili na cytometru BD LSR Il. Data jsme analyzovalprogramu
Summit v4.3.

4.5.6 Statisticka analyza
K namgétenym veléinam jsme doplnili zakladni popisné statistiky astbvali jsme

normalitu dat (viz Tabulka 1 ipoze). Normalitu jsme afovali pomoci Shapiro-Wilkova
testu (nulové hypotéza: data maji normalni &erai). Jako hladinu vyznamnosti jsme u vSech
test zvolili p < 0,05. Statistickou analyzu jsme provedli v proguafStudio 2.14.1.
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5 Vysledky

5.1 ELISPOT

Pro analyzu dat ziskanych pomoci ELISPOTu jsmeip@abecreény linearni
smiSeny model (GLMM generalized linear mixed modeéi§teny od vlivu pacient. Pro
pouziti klasického linearniho regresniho modeluindasa spiovat redpoklad normality a
nezavislosti. V naSemijpact data nemaji normalni ro&geéni, proto je nutné pouzit
zobecrny model. Jedna se o cela nezapdaiska (p@et spot), rezidualni variabilitu by tedy
nejlépe popisovalo Poissonovo reélahi. Vybiry navic nejsou nezavislé (u jednoho pacienta
jsme provadii vice druhi stimulace), proto jsme pouZzili smiSeny model. Reaka stimulaci
u jednotlivych pacieritje velice individualni, proto jsmesipali nahodnou prognnou
popisujici vliv pacient. Pritomnost interakci jsme testovali pomoci chi kvatEétu
porovnavajiciho podmodel bez interakciisgdnim modelem.

Testovali jsme zavislost produkce lfFfesp. IL-17) na zjsobu stimulace (GAD65-1,
GADG65-2, GAD65-3, 1A2-1, IA2-2, IA2-3) (Obrazek 18)skupirt (rozctleni do skupin dle
hladiny protilatek: DP, GAD, 1A2, LOW) (Obrazek 16jaké nas zajimalaipadna interakce
mezi vys\tlujicimi promennymi tzn. jestli stimulacegsobi na#izné skupiny rozdik Jako
refererni hodnotu jsme brali nestimulovanéiky — negativni kontrolu (NK).
Transformované koeficienty udavaji kolikrat danénstace snizuje/zvySuje tvorbu cytokinu
oproti negativni kontrole (Tabulka 2 a 3 tilpze).

IFN7y:

U skupiny LOW a GAD Zadny druh stimulace ngrnsignifikantr@ produkci IFN,. U
skupiny 1A2 stimulace GAD1, GAD3 a IA2 snizuje thor IFNy. U skupiny DP stimulace
GADL1 zvySuje tvorbu IFM (Obrazek 12). Jsouipomné signifikantni interakce skupiny
s typem stimulace: p= 6,956 -10Obrazek 13).

IL-17:

U skupiny LOW stimulace GAD3 sniZuje tvorbu IL-17 skupiny GAD stimulace
GAD2, GAD3, IA1, IA2, IA3 snizuje tvorbu IL-17J skupiny IA2 stimulace GAD2 snizuje
produkci IL-17.U skupiny DP stimulace GAD2, GADS3, IA2 a IA3 snieuyorbu IL-17.
Interakce skupiny s typem stimulace je signifikéanps 6,168- 18° (Obrazek 14).
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Obrazek 12. Diagram produkce cytokive skupinachipriznych zgisobech stimulace:
Modte — signifikantni snizeni oproti nestimulovanyniikéam

Zluté — signifikantni zvy3eni oproti nestimulovanymikém.
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Obrazek 13: Grafické znazami interakci: pimérna produkce IFN ve skupinachip rizném typu

stimulace. Pokudifimky nejsou rovnot¥né, jsou fitomné interakce.
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Obrazek 14. Grafické znazami interakci: piimérna produkce I1L-17 ve skupinacki pizném typu

stimulace. Pokudifmky nejsou rovno#Zné, jsou gitomné interakce.
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Obrazek 15: Grafy znazuwjici praimérnou produkci IFN a IL-17 @i riznych zfisobech stimulace pro

vechny skupiny. Us&y znazotuiji intervaly spolehlivosti pro odhadnutéiprry.
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Obrazek 16: Grafy znaztujici primérnou produkci IFN a IL-17 ve skupinach bez ohledu naigpb
stimulace. Usiky znazouji intervaly spolehlivosti pro odhadnuté&mgry. Pokud se intervaly spolehlivosti

negrekryvaji, je mezi vybry vyznamny rozdil.

Dale jsme testovali, jestli koreluje produkce WFAIIL-17 buikami u jednotlivych
vzorkia. ProtoZze ELISPOT data nemaji normalni rozlozemiiZzpi jsme neparametricky

Spearmaiiv korelani test. Produkce IFNa IL-17 koreluje signifikanté

p-hodnota <2218

korelani koeficient 0,450952

Takeé nas zajimalo, jestli je tvorba cytokiRBMC ovlivnéna hodnotou glykovaného
hemoglobinu paciefitv doks nakeru. Zavislost tvorby IFM a IL-17 na hladia HbAlc jsme
testovali pomoci modelu linearni regresiedpokladem pouziti modelu je normalni rozlozeni
residui modelu, které jsme testovali pomoci Shapiitkova testu. V pipad nenormalniho
rozckleni jsme pouzili Spearméan korelani test. Hodnota MRS (multiple R squared) udava

kolik procent variability zavislé proénné se poddo vyswvétlit pomoci nezavislé proémné.

Linearni regrese IFNy ~ HbAlc

IFNy GAD3 1Al A2
p-hodnota 0,0183 0,00096 0,00126
MRS (%) 18 33 31
normalita residui* | 0,1695 0,2872 0,09863

* p-hodnota Shapiro-Wilkova testu

43



Zavislost tvorby IFN na hladig HbAlc jsme prokazali u stimulace GAD3, 1Al a IA2.

Pomoci Spearmanova koré&tého testu jsme zavislost nenalezli (NK, GAD1, GAD®3).

Spearmaniv korela¢ni test

IFNy NK GAD1 GAD2 IA3
p-hodnota 0,1329 0,5669 0,2017 0,1009
korelani koeficient | 0,280737 0,1088558 0,239866 0,3052608

Zavislost tvorby IL-17 na HbA1c neni signifikantnZadneho zjsobu stimulace.

Pomoci multivarigniho permuténiho testu korelaci jsme hledali korelaci mezi
produkci IFN / IL-17 a klinickymi udaji (¢k manifestace, délka trvani DM1) a také
zastoupenim jednotlivych b&mych populaci. Tento test obsahuje korekci na méetné
hypotézy. Produkce IFNa IL-17 nekoreluje sékem manifestace ani délkou trvani DM1.
Produkce IFN a IL-17 nekoreluje s mnozstvim NK, NKT, T, B tnmonocyt ani Tregs.

Pomoci Spearmanova kor&t@ho testu jsme zjistili, Ze hladina anti-GAD65rdi-a

IA2 protilatek nekoreluje s dobou od manifestacesgmrodukci IFN a IL-17.

5.2 Pratokova cytometrie

Pomoci analyzy rozptylu (ANOVA - analysis of varia) jsme testovali, zda se
jednotlivé skupiny mezi sebou lisi v zastoupenidsagich populaci. Redpokladem pouziti je
nezavislost vybra (skupiny NK, GAD, 1A2, LOW), normalita dat a shodaptylu ve
vybérech. Pomoci Shapiro-Wilkova testu jsme testovatimalitu residui modelu, shodu
rozptylu jsme testovali pomoci Bartlettova testul¢na hypotéza: rozptyly ve vglech se

nelisi). Ri nenormalni distribuci jsme pouzili neparametridgkjuskal-Walligiv test.

normalita shoda p-hodnota test
residui* rozptylu**
NK bunky 0,0879 0,1825 0,005948 ANOVA
NKT bunky 0,00575 0,331 0,4241 Kruskal-Wallig
T lymfocyty 0,6282 0,05268 0,0356 ANOVA
B lymfocyty 0,4046 0,4051 0,419 ANOVA
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Th buiky 0,2039 0,9076 0,002526 ANOVA
Tc buky 0,5359 0,1681 0,04855 ANOVA
Treg 0,5966 0,8158 0,01299 ANOVA
Monocyty 0,001185 0,02849 0,6342 Kruskal-Walli

[72)

* p-hodnota Shapiro-Wilkova testu

** p-hodnota Bartlettova testu

Mezi jednotlivymi skupinami je vyznamny rozdil vstaupeni NK bugk, T

lymfocyt, Th burgk, Tc burgk a T regulanich burk (Obrazek 17).

U populaci, kde se prokazal vyznamny rozdil meapgkami jsme dale provedli
mnohonasobné porovnani (metodou Tukey HSD - hagsificant differences), abychom
zjistili, které konkrétni skupiny se mezi sebowndfigantre liSi (Tabulka 4 v filoze).

Vyznamny rozdil v zastoupeni NK btknbyl nalezen mezi skupinami LOW a GAD.
Vyznamny rozdil v zastoupeni T regétéch burtk byl nalezen mezi skupinami LOW a DP.
Vyznamny rozdil v zastoupeni Th kitkrbyl nalezen mezi skupinami GAD — DP a GAD —

IA2. Vyznamny rozdil v zastoupeni T bikibyl nalezen mezi skupinami LOW a GAD

(Obréazek 18).
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Obréazek 17: Boxploty znaziujici zastoupeni buinych populaci ve skupinéach.
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Obrazek 18: Diagram zastoupeni Btmych populaci ve skupinach:

Modie — snizené mnozstvi

Zluté — zvySené mnoZstvi.

Korelaci mezi zastoupenim jednotlivych Banych populaci agkem manifestace

DM1 jsme testovali pomoci Pearsonova kafeiho testu. MnoZstvi NK bk a T lymfocyti

koreluje s ¥kem manifestace DM1 (Obrazek 19):

NK bunky

p-hodnota 0,03492
korela&ni koeficient | -0,4000471
T lymfocyty

p-hodnota 0,002955
korelani koeficient | 0,5500366

U ostatnich populaci jsme korelaci neprokazali.

Zastoupeni zadné bé&tné populace také nekoreluje s délkou trvani DM1.
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Zavislost mnozstvi NK bunék na véku manifestace

MK bufiky (% lymfocytt)

W&k manifestace

T buriky (% lyrnfocytil)

Zavislost mnozstvi T lymfocytd na véku manifestace

Vék manifestace

Obrazek 19: Graf zavislosti mnozstvi NK kra T lymfocyfi na wku manifestace DM1.

Dale nas zajimalo, zda je zastoupenidagich populaci ovlivino mnozstvim

autoprotilatek a HbAlc. Mnozstvi T regétach burtk koreluje pozitivk s mnozstvim anti-
GADG6b5 protilatek (Spearmam korelani test):

p-hodnota

0,02051

korelani koeficient

0,4384236

Hladina anti-IA2 protilatek koreluje negati&s mnozZstvim Th buk a pozitivré

s mnozstvim Tc butk (Spearmaiiv korelani test):

Th

p-hodnota 0,004401

korelani koeficient | -0,530702
Tc

p-hodnota 0,001985

korelani koeficient | 0,5682819

Mnozstvi NK burtk koreluje signifikantd s hladinou HbAlc (Obréazek 20):

p-hodnota

0,01672

korela&ni koeficient

0,4483483
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MK bufiky (% lymfocytl)

U ostatnich populaci jsme korelaci neprokazali.

Zavislost mnoZstvi NK bunék na hladiné HbA1c

HbA1C (%)

Obrazek 20: Graf zavislosti mnozstvi NK luma hodnat glykovaného hemoglobinu.
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6 Diskuze

V souwasné dobjiz sice existuji porrné dobré moznosti predikce diabetu, zatim ale
neni dostupnadinna imunointervence/prevence této choroby. R’/ pasobi Program predikce
diabetu 1. typu (Predia) zabyvajici se predikci Divdrvostugiovych gibuznych diabetik.
Riziko rozvoje DM1 v BZné populaci je 0,4 %, et diabetickych matek (které onematn
pied €hotenstvim) je toto riziko 2-3 % a @tdotar s DM1¢i sourozent diabetiki je to
dokonce 6-9 % (115). Do programu predikce jsdiazavany dti, jejichz rodte nebo
sourozenci onemo¢h DM1 do 18 let. VySetuje se genetické riziko (HLA llfidy DQAL,
DQB1) a gitomnost autoprotilatek proti insulinu, GAD65 a IA2 piipac opakované
pozitivity jedné protilatky nebo pozitivity dvouvdce protilatek se dale zji§je funkéni
rezervaB burek intravendznim glukézovym toleramim testem (i.v.GTT) a glykovany
hemoglobin, ktery vypovida o tom, zda je paciehibpen udrzet svoje glykémie dlouhodob
v norne. Pozitivita autoprotilatek se objevi &tSiny pacient mgsice az roky fed
manifestaci diabetd’im mladsi je di, u kterého se protilatky objevi, tim rychlejsi je
obvykle nastup manifestnichiipnaki onemocsini. U malych dti jsou navic fiznaky hiie
identifikovatelné. Diky stanoveni protilatkové pidaty se otevira&asovy interval pro
piipadny imunointervami zasah. Ten ale zatim bohuZel neni dostupny. &yzprediknich
programii (v zahrandi nagiklad TrialNet arada dalSich) je v tom, Ze se u jedimzcrizikové
populace zabrani manifestaci diabeitkbu diabetickou ketoacid6zouc&sné nasazeni
insulinu navic prodlouzi tzv. ,honeymoon* obdobé, kterém jsou pacienti dix
kompenzovani na malych davkach insulipiuiky, které nejsouip podavani exogenniho
insulinu tak zatZovany, jsou pomaleji tény insulitidou a pacient si tak déle udrzi vlastni
zbytkovou produkci insulinu. DalSi vyznam je pakwgkumu a pipraw
imunointervegnich studii. Imunointervence se pétirv budoucnu bude zaffovat
piredevsim na jedince z rizikové skupiny tj. na prupsoveé gibuzné pacierit protoze
celopopuléni screening by byl finamé i organiz&né nereélny (116).

Ptipadné intervence mohou bytdantigen-specifické nebo nespecifické. Nevyhodou
nespecifickych zasahdo imunitniho systému je vzdy jista mira imunogsgr; ktera s sebou
nese nezadouci zdravotni rizika. Optimalni by laitgenr-specifické navozeni tolerance
bez celkové suprese imunitniho systémizri€ zgisoby podavani s diabetem asociovanych
autoantigefl se ukazaly €&inné na mySim modelu (intravend6zni, intranasaloigod, DNA
vakciny) (117, 118, 119), alé¢ifklinické aplikaci se zatim nepofil® dosahnout jednoziiae
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pozitivnich vysledk. Pro navozeni tolerance se zatim zkousSely postyp¥ivajici pouze
jeden antigen. ife¢dstava fisobeni takoveéto vakciny je takova, Ze bilordochézet k indukci
T regul@&nich burk, posunu od Thl k Th2 odpé&di a k tzv. ,bystander* supresi imunitni
reakce. Tyto postupy se ale zatim neukéazaly jd&Kis pisgsSné. V preventivni DPT-1 studii
se neprokazal pozitivni vliv oralniho ani subkut@onpodavani insulinu osobam s vysokym
rizikem vzniku DM1. AvSak p pozjSi analyze dat se ukazalo, Ze oralni podavanlimsu
piineslo pozitivni vysledky pouze u podskupiny patienvysokymi titry anti-insulinovych
autoprotilatek (87, 88).

Proto nas zajimalo, jestli se odliSny protilatkg@rgfil u DM1 pacient projevi také na
bunééné odpo¥di na diabetogenni autoantigeny. Rozdily v reaktiPBMC na autoantigeny
mezi DM1 pacienty a zdravymi kontrolami se naSetaty zabyvala jiz v éivéjSich studiich
(120, 121). Zar#ili jsme se proto na rozdily v reaktiwipouze u diabetik Materidlem byla
periferni krev dti s potvrzenou diagnézou DM1, nejednalo se vSplaenty &sné po
manifestaci (pimérna délka trvani diabetu ve studované sképiyla 4,5 roku). R odbsru
krve byla vySdatna hladina anti-GADG65 a anti-IA2 protilatek. Tyotoantigeny jsme zvolili
proto, Ze anti-insulinové protilatky se mohou oltjewsSech diabetik v disledku |€by
exogennim insulinem a jejiclippmnost by nemusela vypovidat @vpdre probihajicich
autoimunitnich procesech. Autoprotilatky proti Zndyy objeveny relativéinedavno a jejich
vySeteni zatim nenidzn¢ dostupné. Do souboru jsmeadili 30 protilatkoe pozitivnich
pacienti: 15 s gevahou anti-GADG65 protilatek a 15 gepahou anti-IA2 protilatek.iP
vybéru pacient jsme se snazili zachovat podobna@kavou strukturu v obou skupinach,
protoZe imunitni reaktivita je také do jisté mimtienovana ¥kem. Podle hladiny protilatek
jsme pak pacienty roztli do ¢tyi skupin: v jedné skupénbyli pacienti s nizkymi hladinami
obou autoprotilatek (skupina LOW), v dalSi pacientlysokou hladinou anti-GAD65
protilatek (GAD), dale pacienti s vysokou hladiremti-IA2 protilatek (1A2) a v posledni
skupirg pacienti s vysokou hladinou obou protilatek (DPFBMC jsme kultivovali sefémi
raiznymi koncentracemi GADG65 a IA2 a pomoci ELISPO3mé detekovali tvorbu IFN
(cytokin charakteristicky pro patologickou Thl oglpd) a IL-17 (prozastlivy cytokin, ktery
muze hrat roli v autoimunitnich procesech). U proaguibou cytokif jsme prokazali
signifikantni interakce mezi skupinou aigpbem stimulace, tzn. to, jak dana stimulace (druh
antigenu, koncentrace) naitiy pisobi, je ovliviené protilatkovym profilem pacieint
Odpowd’ na stimulaci autoantigeny je tedy u jednotlivykhpin pacieni odlisna, je
ovlivnéna také protilatkovym profilem pacienta a liSi sipaved’ IFNy a IL-17. V souladu

s hypotézou, Ze protilatkovy profil odrazi také wfioi buréné slozky imunitniho systému,
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jsme mezi jednotlivymi skupinami paciémalezli vyznamny rozdil v zastoupeni NK Bln
T lymfocyti, Th burgk, Tc burgk a T regulénich burk ve vzorcich PBMC fed stimulaci
autoantigeny. Zavislost tvorby IRNani IL-17 na zastoupengkteré bugcné populace jsme
nicméreé neprokazali. Také pomoci koréfdho testu se prokazalo, Zze zastoupehiarych
populaci koreluje s hladinou autoprotilatek. MneZ3iregs koreluje pozitivhs hladinou
anti-GAD protilatek. MnoZstvi anti-lIA2 protilatelokeluje pozitivie se zastoupenim Tc
burgk a negativad se zastoupenim Th b&ka To by mohlo odraZzet dynamiku celého procesu
destruktivni insulitidy. Anti-GAD protilatky totiZétSinou fretrvavaji nejdéletasto iradu let.
NasSe sotiasna pedstava je takova, Ze nejprve j@@mna gevaha ve siru Thl, pak
nasleduje dominance Tc bikna dochazi k destrukfiburek (122). Nasleduje zapojeni
imunoregul&nich mechanisiy které je neefektivni a navic patrépatrt natasované (72).
S c¢asem pak dochazi ke snizovaniitéutoprotilatek a rive dojit az ke konverzi do
séronegativity. Cely proces je z &iného pohledu variabilni a tasow i interindividualre.

U nekolika druhi stimulace jsme prokazali zavislost tvorby h-ia hodnat
glykovaného hemoglobinu. Jedn& se o marker dlout®w#ompenzace diabetu. Tyto
vysledky naznéuji, Ze regulace imunitni odpédi by mohla byt ovlivina kompenzaci
diabetu. Dlouhodobéa hyperglykémie je hlaviitmou diabetickych komplikaci a poskozuje
mnoho orgaf. Hyperglykémie ovliviuje znatel® i imunitni systém. Bylo zjigho, Ze
pacienti se zvySenou hodnotou HbAlc maji vySStiereti pooperénich infekci a Ze
hyperglykémie zhorSuje funkci neutrdfi{snizena chemotaxe, fagocyticka aktivita a
baktericidni kapacita) (123).

Vzhledem k tomu, Ze klinicky pb¢h prediabetu a diabetu (mnozZstvi a druh
autoprotilatek, ubyteR burgk) je zn&né individudlni, je pravépodobné, Ze i
imunopatologické procesy se u jednotlivych padidisi. To naznéuji i rozporuplné
vysledky snah o antigen-specifické navozeni tolega@dda se nam mozné, Ze selhanijmsd
vypadajicich studii by mohlo pochazetiflip zjednoduSujicihoijstupu k diabetu 1. typu
jako ke zcela homogennimu onemétin V tomto kontextu je zajimava zkuSenost s objeve
MODY (maturity onset diabetes of the young) diab&tary vedl k peklasifikovani diagnozy
u rekterych pacierit pavodre za‘azenych jako DM1. Je tedy mozné, Ze diagn6za DM1
zastesSuje vice podtyptohoto onemoai.

Pokud se ficiny a molekularni mechanismy autoimunitni destrukoeirek lisi,
nelze éekavat, Ze Ize stejnym postupem dosadhnout navtaenance u vSech paciént
Insulitida je navic dynamicky proceshem kterého dochazi k romdvani rozpoznavanych

epitopa. Protilatkovy profil je jedna ze snaze uchopitelma ngfitelnych charakteristik DM1,
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ktera by mohla pacienty pomoci raitl a proto jsme jej vybrali do naSi studie jaké&vou
charakteristiku skupin pacientBylo by tedy pateba Iépe prozkoumatipiny a mechanismy
patologie diabetu affpadné imunointervence personalizovat z hledisk&ya druhu
(pripadrée kombinace) autoantigenu/Zda se, Ze pro dalSi vyvoj imunointervenci jelytze
vratit se na z&tek a lépe poznat patofyziologii DM1 a také |éparekterizovat ficiny

patologickych procédsu jednotlivych pacierit
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Zaver

V této préaci jsme se zabyvali otazkou, jak se ogligrotilatkovy profil pacierit
projevi na reaktivit mononuklearnich bwk pii ovlivnéni syntetickymi s diabetem
asociovanymi autoantigeny. Do studie jsmi&addi déti s potvrzenou diagn6zou DM1
pozitivni na anti-GADG65 a/nebo anti-IA2 protilatk§BMC jsme stimulovaliiemi iznymi
koncentracemi GADG65 a IA2 a metodou ELISPOT jsnaglimprodukci prozastlivych
cytokini IFNy a IL-17. Ve vzorcich PBMC jsme také pomoaitpkové cytometrie
stanovovali zastoupeni jednotlivych anych populaci.

Zjistili jsme, Ze reakce na stimulaci autoantiggmy jednotlivych skupin pacieint
odlisna a to, jak hiky na dany antigen reaguiji, je ovlmo protilatkovym profilem pacietit
V souladu s tim jsme u jednotlivych skupin naleatidily v zastoupeni NK bwk, T
lymfocyta, Th burgk, Tc burgk a T regulanich buk v PBMC gred stimulaci. Také jsme u
n¢kolika zpisohi stimulace nalezli zavislost mezi produkci fF&lhodnotou glykovaného
hemoglobinu tzn. kompenzaci diabetu.

Lze tedy konstatovat, Ze reakce na diabetogenoaatigeny je znaé individualni. Tato
tematika je zajimava z hlediska moznych antigercifipkych imunointervenci u DM1.
Klinické studie snazici se o prevenci DM1 navozeaittigen-specifické tolerance zatim
nebyly UsgsSné a jednim z moznych vy&heni jsou odliSné imunopatologické mechanismy u
jednotlivych pacierit. Proto je patba dalSi vyzkumifgin a patologie DM1, ktery umozni

e

molekularnich mechanisin
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Prilohy

Tabulka 1: Popisna statistika

Klinické udaje min | median| pramér | max smérodatnd p normalni
odchylka |hodnota*|rozcleni

vek (roky) 6 12 12,33 18 3,198419 0,4876 ano

GAD protilatky (U/ml) | 0,29 | 3,205 | 13,95 120 27,269681,70-1F |ne

IA2 protilatky (U/ml) | 0,25 | 3,565 | 10,72 48,85 14,171 |7,85-10 |ne

doba od manifest. (roky),3 4,479 | 4,444 10,51 3,043292 0,1615% ano

vék manifestace (roky)| 3,083,189 | 8,578 16,98 | 3,46258 0,2099 ano

glykovany hb (%) 51 | 7,09 7,003 11,3 1,244383 0]®09 ne

ELISPOT IFNy min | median| pramér | max sndrodatng p normalni
odchylka |hodnota*|rozcleni

NK 0 5 8,833 36 9,871007| 2,23710ne

GAD65-1 0 6,5 8,167 22 6,738123 0,02245 ne

GADG5-2 0 4,75 8,05 50 10,76581  7,0471he

GADG65-3 0 6 7,917 26 7,050414 0,00576E

IA2-1 0 8 8,867 41,5 9,442141) 0,00018%

IA2-2 0,5 6 7,917 30,5 7,355602  0,00043ik

IA2-3 0,5 6,5 9,433 50 11,7376 4,91"10ne

ELSPOT IL-17 min | median| pramér | max snérodatnd p normalni
odchylka |hodnota*|rozcleni

NK 0 3 6,433 26 7,581435| 5,23:40ne

GADG65-1 0 3,5 5,85 29 6,902211 3,39°1ne

GADG5-2 0 3,75 5,05 25,5 5,048643 2,1421Me

GADG65-3 0 2 4,2 24,5 5,806655 3,63"1ne

IA2-1 0 325 | 6,267 | 30 7,404255  3,88°1ne

IA2-2 0 2,5 5,3 22,5 | 5,992236| 1,66-10ne

IA2-3 0 3 4,817 24 5,92552 4,32 90ne

FACS min | median| pkimér | max sné¢rodatnd p normalni
odchylka |hodnota*|rozdleni

NK (% z lymf) 4,11 | 10,34 | 10,8 19,08, 4,024169 0,262|ano
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NKT (% z lymf) 0,42 | 3,2 4,12 11,8 | 2,94292] 0,00659&
Th (% z lym) 27,0440,04 | 40,22 | 56,54| 7,416176 0,917| ano
Tc (% z lymf) 1431272 |27,04 | 36,07| 5432589 06145 ano
T bb (% z lym) 63,3§70,28 | 71,19 | 82,61| 5,150008 0,1165 ano
B bb (% z lym) 1,85| 528 | 5491 | 10,26 1,806075 8@®0 |ano
monocyty (% z PBMC)| 2,28] 5,05 | 6,049 | 18,05 3,572308,000675 ne
Tregs (% z Th) 0,67| 2,885 2957 | 5,21| 1,18974  0,917a&no

* p-hodnota Shapiro-Wilkova testu: nulova hypotézgata maji normalni roztbni

Tabulka 2: ELISPOT IFN

Yy

Skupina LOW

stimulace p-hodnota transformované koeficient
GADG5-1 0,8154 1,0370256

GADG5-2 0,8744 0,9753055

GADG65-3 0,2506 0,8271577

IA2-1 0,2169 0,8148128

IA2-2 0,2169 0,8148127

IA2-3 0,8744 0,9753090

Skupina GAD

stimulace p-hodnota transformované koeficient
GADG5-1 0,8937 0,9822968

GADG5-2 0,1072 0,7964616

GADG65-3 0,7367 0,9557549

IA2-1 0,3734 0,8849560

|A2-2 0,1642 0,8230084

|IA2-3 0,5880 0,9292025

Skupina IA2

stimulace p-hodnota transformované koeficienty
GADG65-1 0,000339 0,7016134

GADG5-2 0,751589 0,9717731

GADG65-3 0,030418 0,8145167

IA2-1 0,452993 1,0685503
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|A2-2 0,038804 0,8225803

IA2-3 0,118862 1,1451614

Skupina DP

stimulace p-hodnota transformované koeficienty
GADG65-1 0,0230 1,3749978

GADG5-2 0,2379 0,8295469

GADG5-3 0,4637 1,1136367

IA2-1 0,3448 1,1477268

|A2-2 0,0905 1,2727258

IA2-3 0,4636 1,1136410

Tabulka 3: ELISPOT IL-17

Skupina LOW

stimulace p-hodnota transformované koeficient
GADG5-1 0,81313 0,9634163

GADG65-2 0,54206 1,0975591

GADG65-3 0,02783 0,6829253

IA2-1 0,49404 1,1097578

|IA2-2 0,09669 0,7560962

IA2-3 0,52207 0,9024415

Skupina GAD

stimulace p-hodnota transformované koeficient
GADG5-1 0,118093 0,7571857

GADG5-2 0,027481 0,6657982

GADG65-3 3,44-10 0,2872087

IA2-1 0,043575 0,6919149

|A2-2 0,000352 0,4830345

|IA2-3 0,001069 0,5221976

Skupina IA2

stimulace p-hodnota transformované koeficient
GADG65-1 0,693236 0,9534339

Yy

Yy

Yy
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Yy

GADG5-2 0,006527 0,6991834
GADG65-3 0,720374 0,9575633
IA2-1 0,708047 1,0452433
|A2-2 0,508657 1,0805576
|IA2-3 0,483998 0,9181205
Skupina DP

stimulace p-hodnota transformované koeficient
GAD65-1 0,357890 0,8681338
GADG5-2 0,024881 0,6923018
GADG65-3 1,48-1C 0,4395617
1A2-1 0,596861 0,9230745
|A2-2 0,047012 0,7252840
IA2-3 0,000112 0,4945082

Tabulka 4: Tukey HSD

NK buriky p-hodnota

GAD-DP 0,1193209
IA2-DP 0,9994003
LOW-DP 0,2038409
IA2-GAD 0,1244839
LOW-GAD 0,0031938
LOW-IA2 0,2816894
Tregs p-hodnota

GAD-DP 0,4630388
IA2-DP 0,3765826
LOW-DP 0,0066996
IA2-GAD 0,9988151
LOW-GAD 0,1550300
LOW-IA2 0,1969271
Th burky p-hodnota

GAD-DP 0,0083097
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IA2-DP 0,9295371
LOW-DP 0,8669462
IA2-GAD 0,0026868
LOW-GAD 0,1049835
LOW-1A2 0,5815689
Tc bunky p-hodnota

GAD-DP 0,1397916
|A2-DP 0,9918379
LOW-DP 0,3236972
IA2-GAD 0,0949770
LOW-GAD 0,9914518
LOW-IA2 0,2353549
T buriky p-hodnota

GAD-DP 0,4309324
IA2-DP 0,8844024
LOW-DP 0,3344808
IA2-GAD 0,1538293
LOW-GAD 0,0276709
LOW-IA2 0,7313663
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