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Abstrakt

Diabetes mellitus 1.typu (T1D) je organové specifické autoimunitni onemocnéni, pfi
kterém dochéazi k nevratné destrukci § bunék pankreatu. Jedind mozna 1éc¢ba je dozivotni
substituce inzulinem. Konkrétni impuls pro vznik autoimunitni inzulitidy neni znam. Roz-
voj se predpoklada u geneticky predisponovaného jedince ptisobenim faktord zevniho pro-
stfedi. Nezbytnou tlohu pii vzniku diabetu 1.typu hraje pritomnost autoreaktivnich T-
lymfocyti. Naopak s protekci organismu pred autoimunitnim onemocnénim jsou spojovany
T regulac¢ni lymfocyty.

Predkladana diplomova prace pojednava o vztahu diabetu 1.typu a T regulacnich
lymfocytt definovanych jako CD44+-CD25+4+CD127-. Snazi se najit rozdil v poc¢tu nebo funkc-
nosti této populace izolované z pupecnikové krve déti matek s diabetem 1.typu, s gestacnim
diabetem a zdravych matek. Béhem let 2009 - 2011 jsme otestovali 68 vybranych pupec-
nikovych krvi. Zamérili jsme se na detekci imunokompetentnich bunék v pupecnikové krvi
pomoci pritokové cytometrie a také na detekei rozdila v produkei interferonu v (IFN-7)
mononuklearnimi bunkami pupec¢nikové krve s pridanymi vyizolovanymi vyse specifikova-
nymi T regula¢nimi bunkami v riznych koncentracich. Populaci T regulacnich lymfocytt
(CD4+CD25+) jsme ziskali pomoci magnetické separace.

Prostiednictvim analyzy na pritokovém cytometru jsme nalezli signifikantni rozdil
u pupecnikovych krvi déti matek s T1D oproti pupecnikovym krvim déti zdravych matek.
Primérna hladina T regulac¢nich bunék z Th lymfocyt je u skupiny T1D signifikantné nizsi
(p = 0,043).

Déle jsme testovali produkci IFN-y mononuklearnimi bunkami pupec¢nikové krve se
zménénou koncentraci T regula¢nich bunék méfenych pomoci metod ELISA a ELISpot.

Vysledné hodnoty nevykazovala zadny signifikantni rozdil.

Klicova slova: Diabetes mellitus 1.typu - T regula¢ni lymfocyty - pupecnikova krev



Abstract

Type 1 Diabetes (T1D) is organ-specific autoimmune disease which causes pancreatic
beta cells to be irreversibly destroyed. The only possible treatment represents life-lasting
insulin administration. The real trigger of destructive insulitis isn’t known. T1D is a multi-
factorial disease involving both external and internal factors in the disease pathogenesis.
The presence of autoreactive T lymphocytes in pancreas is necessary for development of
diabetes. T regulatory cells have protective function in the destructive insulitis.

The aim of this diploma thesis was to study cord blood T regulatory cells and
their connection to type 1 diabetes development. We tried to find the difference among T
regulatory cells in mononuclear cord blood cells (CBMC) in different study groups. Samples
were collected from mothers suffering from T1D, gestational diabetes. Healthy controls were
tested as well. Sixty-eight samples of cord blood were included in the study among the years
2009 - 2011.

Samples were divided into 3 groups (CBMC from children born to T1D mothers,
mothers with gestational diabetes and healthy mothers without T1D). CBMC were ana-
lysed by flow cytometry. T regulatory cells (defined as CD4+CD25+) were isolated by
magnetic separation (MACS). The functional capacity of these cells was studied as well
by analysing the effect of different T regulatory cells concentrations to IFN-v productionin
CBMC (this cytokine is a typical representative of Thl cytokines which are supposed to be
prodiabetogeneic).

Results from flow cytometry have shown significantly decreased level of T regulatory
cells from Th lymphocytes in CBMC from children born to T1D mothers in comparison to
samples obtained from babies born to mothers without T1D (p = 0,043).

Production of IFN-gama was tested by ELISA and ELISpot. The different concent-
rations of T regulatory cells were analysed but no significant differnce in IFN-v was observed

when different concentrations of these cells were added to CBMC.

Keywords: Type 1 diabetes - T regulatory cells - cord blood



Seznam pouzitych zkratek

ADA - Americké diabetickd asociace (American Diabets Association)
Ag - antigen

APC - antigen prezentujici bunka (antigen presenting cell)

APC - allophycocyanin

CBMC - mononuklearni buiikky pupecnikové krve (cord blood mononuclear cells)
CD - diferencia¢ni znak (cluster of differentiation)

CTLA-4 - antigen 4 cytotoxickych T-lymfocyti (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4)
DC - dendritickd buirika (dendritic cell)

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA - ethylen diamin tetraoctova kyselina

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

ELISpot - enzyme-linked immunospot assay

FITC - fluorescein isothiocyanate

FoxP3 - transkripéni represor (forkhead box P3)

GAD - dekarboxylaza kyseliny glutamové

GD - gestacni diabetes

GITR - glukokortikoidy indukovany receptor pro tumor nekrotizujici faktor
HLA - lidské leukocytarni antigeny

[A2 - ostrivkovy antigen

IFN-~ - interferon -~

IL - interleukin

MACS - magneticka separace (magnetic separation)

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

N - pocet naméfenych hodnot

NK - negativni kontrola

PBMC - mononuklearni buiiky periferni krve

PBS - fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PE - phycoerythrin

PerCP - peridinin-chlorophyl A protein

PHA - fytohemaglutinin (phytohaemagglutinin)

PI - proinzulin

SD - smérodatné odchylka

SE - standardni chyba primeéru

Sig. - signifikance

T1D - diabetes mellitus 1.typu



T2D - diabetes mellitus 2.typu

Tc - cytotoxicky T-lymfocyt

TCR - receptor T-lymfocytt

TGF-f - transforming grow factor

Th - pomocny T-lymfocyt

TNF-£ - tumor necrosis factor

Treg - T regulacni lymfocyt

WHO - svétova zdravotnicka organizace (world health organization)

ZK - zdrava kontrola
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Uvod

Diabetes mellitus 1.typu je organoveé specifické autoimunitni onemocnéni, pii kterém
dochézi k nevratné destrukei 8 bunék pankreatu (destruktivni inzulitidé). Snizujici se pocet
£ bunék nakonec nedokaze pokryt potfebu inzulinu a tim dochazi k hromadéni glukézy v
krvi (hyperglykémie), coz vede az k metabolickému rozvratu.

Klinicky rozvoj diabetu 1. typu zac¢ind prevazné v détském veéku, adolescenci nebo
mladsi dospélosti. Jedind mozna 1éc¢ba je dozivotni substituce inzulinem. Ale ani podavani
inzulinu a dobra kompenzace zcela nezabrani rozvoji chronickych komplikaci, které ¢asem
vyrazné zhorsuji kvalitu zivota a zkracuji jeho délku. Vzhledem k tomu, ze léc¢ba diabe-
tickych pacientti je finanéné velmi naro¢na, mohou v budoucnu vyznamné stoupat lécebné
naklady, coz z diabetu ¢ini vyrazny socioekonomicky problém. Dalsim problémem je zvysu-
jici se incidence diabetu. Za minulych dvacet let se incidence této choroby v détské populaci
(0-14let) v Ceské republice zvysila z 6,8 / 100 000 / rok 1989 az na 18,5 / 100 000 / rok
2009. Nejstrméjsi narust incidence diabetu je v nejnizsich vékovych kategoriich [1I, 2].

Diabetes 1. typu je povazovan za typického zastupce tzv. multifaktoridlniho one-
mocnéni. Jeho diagndza je pomérné jasna a to vétsinou brzy po zacatku onemocnéni. Tyto
skutecnosti vedou k celosvétove velkému zajmu o vyzkum diabetu, ktery slibuje nejen roz-
siteni védeckého poznani této choroby, ale i nadéji pro vSechny pacienty a jejich pribuzné.

Dnes dokazeme diabetes predikovat pomoci stanoveni hladiny autoprotilatek proti
konkrétnim strukturam, ¢imz mtzeme prispét k véasnému nasazeni inzulinu, ktery prodlouzi
tzv. ,honeymoon periodu“ (postinicialni remisi) a zabrani manifestaci diabetu ketoacidotic-
kym kématem. AvSak ani protilatky nejsou dostatecné presny prediktivni marker. Samotna
pozitivita protilatek neni schopna urcit, zda se jedna o inzulitidu destruktivniho ¢i nede-
struktivniho charakteru. Vzhledem k nestejnému pribéhu prediabetu u rtznych pacientt
a ruzné reaktivité imunitniho systému nedokazeme presné urcit za jak dlouho a zda se u
pacienta diabetes 1.typu manifestuje.

Konkrétni impuls pro vznik autoimunitni inzulitidy neni znam. Rozvoj se predpo-
klada u geneticky predisponovaného jedince ptisobenim faktori zevniho prostredi. Nezbyt-
nou tulohu pfi vzniku diabetu 1.typu hraje pritomnost autoreaktivnich T-lymfocyt. Na-
opak s protekci organismu pred autoimunitnim onemocnénim jsou spojovany T regulacni
lymfocyty.

Predkladana diplomova prace pojednava o vztahu diabetu 1.typu a T regulac¢nich
lymfocyt. Snazi se najit rozdil v poc¢tu nebo funkénosti této populace izolované z pupec-
nikové krve matek s T1D, s gestacnim diabetem a z pupecnikové krve zdravych matek.
Imunitni systém novorozence byl vystaven jen malému mnozstvi exogennich faktort v téle
matky, které jsou relativné dobie charakterizovatelné (glykemicky profil, onemocnéni, zpi-

sob porodu). Déti matek s diabetem 1.typu maji nizsi riziko (2-3 %) rozvoje T1D v bu-
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doucnosti nez déti diabetickych otcti (6-9 %) [3, 4]. Vyvstava zde otazka, pro¢ je riziko pro
vznik T1D u ditéte matky s diabetem nizsi. Pravdépodobné jde o navozeni imunologické

tolerance béhem intrauteriniho vyvoje.
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1 Imunitni systém

Funkei imunitniho systému je udrzovat homeostézu. Zajistuje obranu téla pred in-
fekci, ale i pred vlastnimi zménénymi bunkami. Dilezitou vlastnosti imunitniho systému
je schopnost autotolerance. Pokud je reakce nedostatecnd nebo netimérnd, jde o poruchu
imunitniho systému - alergii, imunodeficit, autoimunitu, nadorové onemocnéni nebo jejich
kombinaci.

Bunky imunitniho systému spolecné s pojivovymi bunkami a dalsimi strukturami
tvori funkéni celky: lymfatickou tkan a lymfatické organy. Centralni (primarni) lymfatické
organy jsou kostni dien a thymus, kde imunokompetentni buriky vznikaji, diferencuji se a
dozravaji. VSechny bunky pochézeji z kmenové bunky, kterd nese molekuldrni znak CD34

a dale se déli na lymfoidni a myeloidni prekurzory (viz obr. [I).
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Obréazek 1: Diferenciace riznych druhti leukocytti z kmenové butiky CD34+ [5].

Mezi periferni (sekundarni) lymfatické orgdny fadime slezinu, lymfatické uzliny a
lymfatické tkané sliznic = MALT, dychacich cest = BALT, zazivaciho traktu = GALT. V
perifernich organech probiha imunitni reakce, dochazi k rozpoznani a prezentaci antigenu.
7 hlediska rozpoznani antigenu se imunitni systém déli na nespecificky a specificky. Oba
typy zahrnuji jak ¢ast bunécnou tak ¢ast humoralni, ktera je tvofena ¢astmi krevniho séra a
sekretovanymi molekulami. Vsechny slozky spolu tzce spolupracuji, navzajem se ovliviiuji a
reguluji prostfednictvim bunééného kontaktu nebo pomoci rozpusténych mediatori (napft.

cytokinit).
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1.1 Nespecificka imunita

Jde o vyvojové starsi systém. Stézejni je zde schopnost fagocytdzy, kterd byla nale-
zena i u bakterii. Rozpoznani antigenu a reakce na jeho pritomnost probiha velice rychle
(v minutéch) a vzdy stejnym zpisobem (nespecifickd imunita nemé imunologickou pamét).
Bunky nespecifické ¢asti imunitniho systému maji receptory pro molekuly, které vazbu s
antigenem zprostiedkuji.

Mezi fagocytujici butiky fadime monocyty/makrofagy a polymorfonuklearni leuko-
cyty. Monocyty koluji v krevnim obéhu a za urcitych okolnosti se mohu diferencovat v
tkanové makrofagy. Na rozdil od polymorfonuklearnich leukocyti ziji makrofagy dlouho a
fagocytdzu mohou nékolikrat opakovat. Jejich hlavni tlohou je zpracovat a predlozit antigen
T-lymfocyttm.

Humoralni ¢ast nespecifické imunity zahrnuje proteiny akutni faze a komplementovy
systém, coz jsou plazmatické bilkoviny produkované pfedevsSim jaternimi bunkami a ¢as-
tecné makrofagy. V séru se vyskytuji v neaktivni formé. Po aktivaci se spousti kaskada
reakci, jez je zakoncena vznikem komplexu (membrane attack complex), ktery se navaze na
membranu, vytvori péry a dojde k rozpadu bunky. Dalsi funkci komplementu a jeho ¢asti
je opsonizace usnadnujici fagocytdzu, chemotaxe umoznujici pohyb latek v zavislosti na

koncentra¢nim gradientu, tvorba latek vyvolavajicich degranulaci Zirnych bunék [5] 6, [7].

1.2 Specificka imunita

Tento typ imunity je vyvojové mladsi a dokonalejsi nez imunita nespecificka, ale
slozky specifické imunity reaguji na pfitomnost antigenu pomaleji (dny az tydny). Velkou
vyhodou je imunologickd pamét zajistovana dlouhozijicimi paméfovymi bunikami, které pri
opakovaném setkani s antigenem reaguji rychleji a vyvolavaji t¢innéjsi imunologickou re-
akci. Pozname je podle povrchového znaku CD45RO. Do systému specifické imunity fadime
lymfocyty a jejich produkty.

Skupina B lymfocytt zraje ve fetalnich jatrech, kostni dfeni a sleziné. Typické povr-
chové znaky jsou molekuly CD19, CD20 a komplex BCR pro rozpoznani antigenu. Jakmile
dojde k setkani s antigenem, zacne se B lymfocyt délit, az z néj vznikne klon plazmatickych
bunék produkujicich imunoglobuliny proti antigenu, ktery reakci vyvolal. Imunoglobuliny
tvofi humordlni ¢ast specifické imunity [6, [7].

Skupina T-lymfocytti se vyviji v kostni dfeni, ale dozrava v thymu. Podle funkci
T-lymfocyty délime do dalsich podskupin. Rozlisit je mtizeme pomoci membranovych znak.
Pro celou skupinu T-lymfocytt je charakteristicky znak CD2 a CD3 slouzici jako adhezivni

vvvvv

antigen nabidnuty antigen prezentujici bunkou ve spojeni s molekulami HLA systému.
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Subpopulace T-lymfocyti se spoleécnym znakem CDS8 byla nazvana cytotoxickou
podle jejiho toxického vlivu na cilové bunky. Ni¢i infikované nebo nadorové bunky. Roz-
poznavaji antigen ve spojeni s molekulou HLA I. tfidy. Ty jsou pfitomny na povrchu vSech
jadernych bunék. K plné aktivaci Tc potiebuji podporu cytokini produkovanych pomoc-
nou (Th) populaci. A¢ maji cytotoxické lymfocyty také regulac¢ni schopnost, na zvifecich
modelech se ukéazalo, Ze v patogenezi diabetu maji spise podptrnou roli pfi destrukci
bunek [3].

Podskupina T-lymfocytt se spoleénym povrchovym znakem CD4 jsou pomocné
T-lymfocyty (Th z anglického helper). Dokazi rozpoznat antigen spolu s molekulou HLA TI.
tfidy. Jakmile antigen rozpoznaji, diferencuji se na dalsi subtypy v zavislosti na prostiedi
(viz obr. 2]). Th lymfocyty hraji dileZitou roli v autoimunitnim procesu, proto se jim budu

vénovat podrobnéji v kapitole Imunopatologie diabetu mellitu 1.typu.
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Obrazek 2: Diferenciace subpopulace CD4+ Th lymfocyti a jeji regulace prostiednictvim
transkrip¢nich faktori a cytokinového prostiedi [§].

1.2.1 T regulac¢ni bunky

Historie této bunécéné populace zacina v 70.letech 20.stoleti, kdy Gershon a Kondo
poprvé pozorovali, ze T builkky podporuji imunitni odpovéd, ale také jsou schopny ji tlu-
mit [9, 10]. V roce 1972 vysel od stejnych autorit novy ¢lanek s ndzvem Supresorové T
burniky [11I]. Od této chvile zacalo intenzivni studium, ale netrvalo dlouho. Ke konci 80.let

doslo ke zpochybnéni vyznamu supresorovych bunék predevsim kvili absenci jednotného
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markeru supresorovych bunék [I2]. Az Sakaguchi a kolegové v 90. letech identifikovali ve
své praci spolehlivy charakteristicky znak CD25, coz je oznaceni a Tetézce receptoru pro
IL-2. Prokazali jejich dulezitou tlohu pfi poruseni autotolerance a rozvoji autoimunitniho
onemocnéni. Nésledné se nazev bunééné populace zménil v T regulacni lymfocyty [13] 14].
Dalsim prevratnym objevem byl specificky gen FoxP3, coz je hlavni regulator vyvoje a
funkce regulacnich bunék. Odstranénim subpopulace CD4+4-CD25+ dochéazi k rozvoji téz-
kych autoimunit [14] 15,16, [17]. Transkrip¢ni faktor FoxP3 stimuluje expresi CD25 a dalgich
povrchovych molekul asociovanych s Treg: CTLA-4 (cytotoxic T cell-associated antigen-4)
a GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor). Naopak produkci cytokini
IL-2, IL-4 a INF-~ snizuje [16] 25]. U lidi pfedstavuji CD4+CD25+ Treg 1-4 % perifernich
CD4+ T bunek [I8, 19, 20, 21, 23]. Existuji dvé zékladni populace regula¢nich bunék:

ptirozené (nTreg) a indukované (iTreg).

Piirozené se vyskytujici Treg

Populace nTreg (naturally occuring) vznika v thymu a je pfirozenou soucésti imunit-
niho systému. Na svém povrchu nTreg nesou ,autoreaktivni“ TCR (vysokoafinitni receptor
pro komplexy MHC glykoproteini s vlastnimi peptidy prezentovanymi butikami thymu),
ale na rozdil od jinych autoreaktivnich klonti vlastni tkané nenapadaji. Imunosupresivni
vlastnosti neni nutno nijak indukovat. Maji za tkol zabezpecovat periferni toleranci a bra-
nit vzniku autoimunitnich onemocnéni. Mechanismy ptisobeni na okolni bunky zahrnuji
produkei tlumivych cytokini (IL-10, TGF-f3) a piimy kontakt [5].

Diferenciace pfirozené se vyskytujicich Treg je zavisla na transkripénim faktoru
FoxP3, na transmembranovém proteinu LAT (linker for activation of T cels), na sile kos-
timula¢niho signdlu a na cytokinovém prostiedi [24], 25]. Do mista svého pusobeni, tedy
periferni tkané, putuji jako funkéni zralé bunky. Jejich pocet v periferii je relativné staly a

nezavisly na pritomnosti antigenu.

Indukované Treg

Indukované regula¢ni T-lymfocyty vznikaji po setkani s antigenem v perifernich tka-
nich z naivnich CD4+CD25- T-lymfocytt ptisobenim mnoha faktort. Pfitomnost cytokinu
TGF-f indukuje expresi genu FoxP3, ktery nasledné zméni fenotyp bunky. Zheng a kolegové
poukazali na fakt, ze samotna pritomnost TGF-f nestaci, protoze u CTLA-4 deficientnich
my$i (-/-) ke vzniku indukovanych Treg nedoslo [26]. Dulezitou roli CTLA-4 podporuje i
Takeshi a kolegové [27].
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1.3 Fyziologicka imunitni reakce

Priabéh imunitni reakce se lisi v zavislosti na tom, zda se uz télo s antigenem setkalo ¢i
nikoliv. V pripadé sekundarni odpovédi je imunitni reakce rychlejsi a ¢innéjsi. Od pocatku
je reakce regulovana, aby nedoslo k neimérnému poskozeni.

Imunitni reakce zac¢ind pohlcenim antigenu buiikou prezentujici antigen. Dojde ke
zpracovani a vystaveni ¢asti antigenu (Ag) na povrchu butiky pomoci molekul HLA II.tFidy.
Tim se aktivuje pfislusny T a nasledné i B lymfocyt. Bud dojde k produkci protilatek a
vyvoj lymfocytid sméfuje k vyvojové vétvi Th2 nebo se aktivuji makrofagy a cytotoxické

lymfocyty, ¢imz se rozviji subtyp Thl [5, 6] [7].

1.4 Patologicka imunitni reakce

Nékdy je imunitni reakce nadmérné nebo neucinnad a vyvola poskozeni organismu.
V tomto piipadé mluvime o imunopatologické reakci. Pfi¢inou je povaha antigenu nebo
naopak porucha imunitniho systému. Podle prevladajiciho efektorového mechanismu pato-
logické projevy délime na humoralni a bunécné zprostifedkované. Klasicka klasifikace za-
vedend Coombsem a Gelem déli imunopatologie do ¢tyt zakladnich typt, které vSak dnes

nepostihuji vSechny znamé mechanismy.

Typ Imunitni Fyziologicka Patologicka Piiklad

reakce | mechanismus | reakce reakce onemocnéni

I Vazba IgE na | Vypuzeni stfev- | alergicky zanét, | Alergicka ryma,
zirné bunky a je- | nich paraziti anafylakticky koprivka, alergické
jich aktivace an- sok astma,  anafylak-
tigenem (alerge- ticky Sok
nem)

IT a) Vazba protilatek | Opsonizace, Osponizace a de- | Autoimunitni  he-
a aktivace kom- | popf. lyza mikro- | strukce vlastnich | molytickd anémie,
plementu organismu bunék trombocytopenie,

neutropenie

I b) Vazba protilatek | Neutralizace to- | Neutralizace sé- | Hemofilie s Ab

xinl, blokovani | rovych proteinti, | proti faktoru VIII,

adheze viri blokovani nebo | myasthenia gravis,
stimulace bunéc¢- | thyreotoxikéza
nych receptorii
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Typ Imunitni Fyziologicka Patologicka Priklad
reakce | mechanismus | reakce reakce onemocnéni
I11 Tvorba imuno- | Eliminace anti- | Usazovani imu- | Nékteré vaskuliti-
komplexii genti, stimulace | nokomplextt ve | tdy, glomerulonefri-
akutniho zanétu | tkanich tidy, sérova nemoc
IV a) Aktivace Thl a | Obrana proti | Destrukce vlast- | Rozpadova TBC,
makrofagi intracelularnim | nich tkani net- | sarkoidoza, roz-
bakteriim mérna  infekci, | trousena skleréza
autoimunitni
choroby
IV b) | Aktivace cytoto- | Destrukce bunék | Destrukce vlast- | Kontaktni dermati-
xickych  lymfo- | infikovanych nich neinfikova- | tida, autoimunitni
cyti CD8+ viry nych bunék nebo | hepatitidy
bunék infikova-
nych  relativné
neskodnymi viry

Tabulka 1: Paralela imunopatologické a fyziologické reakce u jednotlivych typt reakei [7].

1.5 Autoimunitni onemocnéni

Autoimunitni reakce je fyziologicka, pokud rozpoznava a odstranuje bunky posko-
zené, staré ¢i jinak pozménéné. Jakmile reakce vede k poskozeni tkani, mluvime o autoimu-
nitnim onemocnéni.

Symptomy jsou rtiznorodé, odviji se od postizeného organu, mechanismu poskozeni,
veéku pacienta nebo od pridruzenych chorob. Hlavnim rysem je zanét, proto se v soucasné
dobé muzeme setkat s oznac¢enim IMID (immune mediated inflamatory disease). Podmin-
kou vzniknu autoimunitniho onemocnéni je prolomeni autotolerance ptisobenim vnéjsich
¢i vnitinich faktor a zména fyziologické autoimunitni reakce v patologickou. Tolerance
imunitniho systému k vlastnim tkanim je fizena na dvou trovnich, centralni a periferni.

Autoimunitni choroby délime na systémové a organové specifické. Na rozhrani lezi
organove lokalizované autoimunity, kdy je postizen jeden organ, ale u nemocného najdeme
fadu systémovych priznakd. U systémového autoimunitniho onemocnéni jsou prokazatelné
nespecifické autoprotilatky, které nejsou zamétrené proti konkrétnimu organu. Pfi organové
specifickém autoimunitnim onemocnéni dochazi k autoreaktivité vici antigentim exprimo-
vanym na urcitém typu organu nebo tkané.

Diabetes mellitus patii mezi organové specifické autoimunity, kde jsou cilem autopro-
tilatek pouze antigeny slinivky biisni. Nejcastéji jsou detekovany protilatky proti antigent
£ bunék pankreatu, konkrétné proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (GADG5), tyrosin-
fosfataze (IA2) ¢ inzulinu [7], 2§].
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2 Diabetes mellitus

Definice WHO popisuje diabetes jako stav charakterizovany chronickym zvySenim
glykémie (zvySenou hladinou krevniho cukru), ktery mize byt doprovazen klinickymi syn-
dromy: Zizen, polyurie, snizend chut k jidlu a pokles hmotnosti, bolesti bficha, objevit se
mohou poruchy védomi ¢i poruchy vidéni. Dale WHO uvadi, ze diabetem trpi na svété vice
nez 220 miliont lidi a roku 2004 zemfelo nasledkem zvysené glykémie priblizné 3,4 milionti
lidi [29].

2.1 Klasifikace a diagnostika diabetu

Rozdéleni diabetu se s pfibyvajicimi znalostmi méni. Jednoznacné urcena je kategorie
diabetu, ale vedle ni mizeme jesté rozlisit dalsi poruchy glukézové homeostazy. Dnes se
pouzivaji diagnosticka kritéria, ktera stanovila ADA a byla potvrzena WHO, jak je uvedeno
v tabulce 2], Bl Uznavané hodnoty se jesté stale méni a néhled jednotlivych organizaci neni

zcela jednotny.

I. Diabetes mellitus 1.typu (absolutni nedostatek inzulinu)

- autoimunitni: protilatky proti ostrivkovym antigeniim jsou pozitivni

- idiopaticky: protilatky proti ostrivkovym antigentim jsou negativni

I1. Diabetes mellitus 2.typu (relativni nedostatek inzulinu)

ITI. Ostatni specifické formy diabetu

- genetické defekty postihujici vlastni ptsobeni inzulinu (receptory, iontové kanaly,
signalizacni dréhy, tvorba a uvolnéni inzulinu)

- primérni choroby exokrinni ¢asti pankreatu (nadory, fibrotizace)

- endokrinopatie (nddory, paraneoplasie)

- 1ékové podminény diabetes

- infek¢né podminény diabetes

- vzacné formy imunologicky podminéného diabetu (napf. Ab proti inzulinovému
receptoru)

- genetické syndromy (Downtv, Turnertv, Wolframiv aj.)

IV. Gesta¢ni diabetes (relativni nedostatek inzulinu)

Tabulka 2: Klasifikace diabetu podle ADA [30].

2.1.1 Diabetes mellitus 1.typu

Nedostatek inzulinu je zptisoben zni¢enim S bunék pankreatu, coz je vysledek au-
toimunitniho déje zprosttedkovaného T-lymfocyty. Porusenou tvorbu inzulinu zatim nedo-
kazeme obnovit, proto je jedinou lécbou celozivotni uzivani inzulinu. Z tohoto divodu se
T1D nékdy oznacuje jako inzulin-dependentni [28) 29, 3T, 32].
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Diagnosticka kritéria diabetu

1) glykémie 11,1 mmol/1 - kdykoliv béhem dne bez ohledu na la¢néni

NEBO
2) lacné glykémie 7,0 mmol/l - tzn. po 8 hodinach la¢néni

NEBO
3) glykémie ve 120. minuté oGTT 11,1 mmol/l - pfi standardnim testu

Tabulka 3: Diagnéza diabetu 1.typu [30].

Cely proces rozvoje diabetu probiha v nékolika fazich (viz obr. 3]). Vék manifestace
je urcen rychlosti destrukce [ bunék. Prvni faze je zcela asymptomaticka. Dale nastava
snizeni poctu # bunék, ale produkovany inzulin staci udrzet glykémii v normélnich mezich.
Jakmile pocet 8 buné¢k klesne na 10-20 % normalniho stavu, sekrece inzulinu uz je nedosta-
tecna, glykémie stoupa a objevuji se prvni symptomy diabetu. Zpocatku je jesté pritomna
rezidualni sekrece inzulinu prokazatelnd vysSetfenim C-peptidu (spojujici bilkovina, kterd
se odstépi z proinzulinu za vzniku inzulinu). Na za¢atku terapie mize mit inzulin i pro-
tektivni ucinek na zbylou populaci 5 bunék. Muze se stat, ze potieba exogenniho inzulinu
prechodné klesne na minimum. V tomto ptipadé hovofime o remisi diabetu, tzv. honeymoon
periodé. Nakonec ale za¢ne potfeba inzulinu stoupat a nelze zabranit destrukci zbyvajicich
£ bunek [3] 33].

geneticka predispozice
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Obréazek 3: Vyvoj poruchy 5 bunék pankreatu [33].

Incidence diabetu stéle nartistd. Mezi lety 1990-1997 byla v Ceské republice u déti
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ve véku 0-14 let 10,1/100 000, v roce 2001 to bylo uz 11,4/100 000. Alarmujici na téchto
statistikach je pfedevsim meziroéni narist 4,3 % u vsech déti a dokonce 6,9 % u déti do
4 let [1L, 2]. Nejcerstvéjsi udaj je incidence T1D 18,5 / 100 000 / rok 2009. Pozitivni je, ze
béhem poslednich 5 let podle vyzkumné skupiny O.Cinka incidence v CR stagnuje, pfi¢emz
v nejmladsi vékové kategorii 0-4 roky dokonce klesa [34].

Tiskova zprava z roku 2008 vydand ke svétovému dni diabetu udava, ze vyskyt
diabetu 1.typu u déti a dospivajicich kazdym rokem vzroste o 3 % a u déti v predskolnim
véku dokonce o 5 %. Kazdoroéné onemocni ptiblizné 70 000 déti ve véku do 15 let (tedy
témét 200 déti denné). Podle odhadi WHO dnes na celém svété zije kolem 440 000 déti s
diabetem 1.typu [29].

Castéjsi. Napr. v Péakistanu je incidence pouze 0,7/100 000 obyvatel, zatimco ve Finsku byl
vyskyt nové vzniklych onemocnéni 50/100 000/rok 2007 [35, 36]. Rozdily v incidenci jsou

pravdépodobné zptisobeny genetickymi rozdily a rozdily v expozici vnéjsim vlivim.

2.1.2 Gestaéni diabetes

Gestacni diabetes mellitus (GD) je abnormalni glukézova tolerance, kterd se poprvé
u Zeny objevi az béhem téhotenstvi, nejcastéji mezi 24. a 28. tydnem. Objevuje se priblizné
u 3-8 % vsech téhotnych Zen. Gestacni diabetes je zptusoben hormonalnimi zménami v
téhotenstvi a zvySenou inzulinovou rezistenci. Zeny s gesta¢nim diabetem nemusi mit zadné
priznaky, proto je béhem téhotenstvi kazda Zena na diabetes vysSetiena. Lécba probiha

dietou, jen v nékterych pripadech je nutné doplnit podavanim inzulinu.

2.2 Téhotenstvi a diabetes

Bezproblémovy pribéh téhotenstvi zavisi na schopnosti tolerance téla matky k plodu,
tedy na zméné imunitni odpovédi. Soucasti zarode¢nych bunék jsou totiz otcovské aloan-
tigeny, které by se mohly stat teréem pro cytotoxickou Thl bunéénou odpovéd matky.
Proto je imunitni rovnovaha béhem téhotenstvi lehce vychylena na stranu Th2 bunécné
odpovédi |37, 138]. Kumru a kolektiv ve své praci udava zvyseny pocet CD8+ lymfocyt,
NK bunék a vyssi hladiny IL-10 a TFG-S oproti hladindm bunék a cytokinii u zdravych
netéhotnych zen [39).

Zajimavé je, ze uz v roce 1984 Warram a kolektiv dosel ke zjisténi, ze u déti diabe-

tickych matek je riziko vzniku diabetu témér t¥ikrat nizsi nez u déti diabetickych otcii [4].
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2.3 Komplikace diabetu
2.3.1 Akutni komplikace diabetu

Glukoregula¢ni mechanismy maji za tkol udrzovat koncentraci glukézy v rozpéti 3,3
- 5,6 mmol/l. SniZena hladina glukézy je nebezpeéna predevsim pro mozkovou tkan, ktera
je na glukdze zavisla. Nejcastéjsi zavazné stavy, se kterymi se u pacienta s diabetem 1.typu

setkame, jsou hypoglykémie a ketoacidéza s pojena s hyperglykémii..

Hypoglykémie

U vsSech pacienti lécenych inzulinem se nékdy hypoglykémie vyskytne. Jde o stav,
kdy koncentrace glukdzy klesne pod hrani¢ni hodnotu 3,3 mmol/l. Pacienti udavaji zvyseny
pocit inavy, bolest hlavy, rozostfené vidéni, kiece. To je prvni skupina pfiznaki zptisobena
poruchou oxida¢niho metabolismu. Druha skupina pfiznaki vzniké piisobenim adrenalinu:

tfes, poceni, tachykardie, hlad, nervozita.

Diabeticka ketoaciddza

Nedostatek inzulinu mtize vést k hyperglykémii a vytstit az v ketoacidotické kéma.
Jde o stav dekompenzovaného diabetu, kdy dochazi k metabolickému rozvratu a porucham
védomi pacienta. PTi nedostatku inzulinu se uvolnuji mastné kyseliny z tukové tkané do
krevniho obéhu a jsou transportovany do jater, kde dojde k jejich oxidaci. Finalni produkt
oxidace neni zpracovan a dochéazi k hromadéni ketolatek. Nelécena hyperglykémie spojena s
ketoacidézou je smrtelné a pred objevem inzulinu vsichni pacienti s diabetem 1.typu umirali

drive ¢i pozdé€ji v metabolickém rozvratu.

2.3.2 Chronické komplikace diabetu

Nasledkem dlouhodobé expozice tkani hyperglykémii dochazi k postizeni bunék i
mezibunééné hmoty, coz zhorsuje funkci tkani i organi a vede az k jejich selhani. Rozvoj
komplikaci mohou urychlit genetickéa dispozice nebo hypertenze, ktera je u diabetikt casta.
Ohrozeno je celé krevni fecisté. Pokud jde o postizeni kapilar a prilehljch tisekd cévniho
fecCisté oznacujeme tento jev souhrnné diabetickd mikroangiopatie, kam fadime diabetickou
retinopatii, nefropatii a neuropatii. Zmény vétsich cév maji charakter aterosklerézy, kterou

oznacujeme jako diabetickd makroangiopatie.

Diabeticka retinopatie

Diabeticka retinopatie je vyznamnou pricinou slepoty. Postupné dochazi k poskozeni

drobnych cév v sitnici. Po 15 letech Zivota s diabetem piiblizné 2 % lidi oslepnou a u 10 % se
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rozvine tézké zrakové postizeni. Populacni studie udavaji prevalenci diabetické retinopatie
u T1D 15-79 %. Epidemiologické $etfeni provedené Ceskou diabetickou spole¢nosti v CR v
roce 2002 ukazalo prevalenci retinopatie asi 44 % u T1D a 17 % u T2D [3].

Diabeticka nefropatie

Diabetickou nefropatii trpi asi 4-8 % nemocnych navstévujicich diabetologické ordi-
nace. V soucasné dobé je hlavni pfi¢inou terminalniho selhani ledvin ve vétsiné zemi zapadni

Evropy [3].

Diabeticka neuropatie

Postizeni nervového systému patii k nejcastéjsim komplikacim diabetu. Je nezanét-
livé, heterogenni a postihuje riazné casti nervového systému. Pfiznaky jsou mravenceni,
bolest, znecitlivéni nebo slabost v nohou a rukou. U T1D je udévané prevalence 13-54 %.

V CR byla zjisténa prevalence periferni neuropatie dokonce 57 % [3].

Diabeticka makroangiopatie

Postizeni koronarnich arterii podminuje rozvoj ischemické choroby srdecni, zmény
na cerebralnich tepnach zvysuji riziko cévni mozkové ptfihody a poruchy tepen na dolni
konéetiné vedou k rozvoji ischemické choroby dolnich koncetin. V CR byla celkova preva-
lence ischemické choroby srdecni v roce 2002 u T1D 28 %, u mozkovych cévnich piihod je

odhadovana na 8,7 %. Prevalence amputaci dolni konéetiny se odhaduje na 2,1 % [3].

2.4 Etiopatogeneze diabetu 1.typu

Konkrétni spoustéci mechanismus neni u diabetu zndm. Jedna o tzv. multifaktorialni
polygenni onemocnéni. Je prokazano urcité genetické pozadi u predisponovaného jedince,
kdy pomoci HLA II.tfidy miizeme vytipovat jedince s vys$sim rizikem pro vznik T1D. Dnes
vime, ze za vznik autoimunitni reakce proti § bunkam pankreatu jsou genetické faktory

zodpovédné asi jen z 50 % a zbyvajici procenta tvoii faktory vnéjsiho prostiedi.

2.4.1 Genetické faktory

Existenci urcitych predispozic k T1D dokazuji predevsim védecké prace zabyvajici
se jednovajecnymi dvojéaty, z nichz jedno diabetem trpi. Uvadéji piiblizné 40 % pravdé-
podobnost vyskytu diabetu u druhého sourozence z jednovajecnych dvojcat, zatimco pro

sourozence z dizygotnich dvojcat je pravdépodobnost kolem 5 % [40, 41, [42]. Konkrétné

22



Redondo a kolektiv ve své praci dokazuje zvysené riziko rozvoje diabetu zjisténymi au-
toprotilatkami, které byly detekovany u 22 z 53 jednovajecnych dvojcat oproti 6 ze 30
dvojvajecnych sourozenct [43].

Nejsilnéji asociovanou oblasti s imunitnim systémem je oblast hlavniho histokompa-
tibilniho komplexu HLA IIL.tfidy na kratkém raménku Sestého chromozomu (6p21). Geny
na uvedeném chromozomu zahrnuji az 60 % genetické vnimavosti pro onemocnéni [34] [44].
Jsou zde kédovany proteiny se zcela zasadni funkci pro zpracovani a naslednou prezen-
taci antigenu. Pravdépodobnou poruchou je neschopnost rizikovych molekul prezentovat
autoantigeny v pribéhu vyzravani T-lymfocyt v thymu, coz vede ke vzniku vétsi popu-
lace autoreaktivnich klond. Druhym moznym mechanismem je prezentace antigenu 3 bunék
autoreaktivnim T-lymfocytiim na periferii [3].

S diabetem 1.typu jsou spojovany predevsim lokusy HLA-DQA1, HLA-DQBI1 a
HLA-DR. Dnesni obecné platny néazor je, Ze riziko T1D je primarné urcovano genoty-
pem HLA-DQBL, -DQAL1 s pfispénim subtyptt DRB1*04 [34]. V ramci genotypizace byly
objeveny i tzv. protektivni alely, jejichz nositel méa vyrazné snizené riziko rozvoje one-
mocnéni [35, 34]. Napt. Cinek a kolektiv uvadi ve své praci nejvyssi genetické riziko u
kombinace haplotyptt DQA1*03-DQB1*0201/DQB1*0302, pfi soucasném chybéni protek-
tivniho haplotypu DRB1*0403 [45]. Lambert a kolegové uvadéji jako nejrizikovéjsi genotyp v
Anglii nasledujici kombinaci: DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201/DRB1*0401-DQA1*0301-
DQB1*0302 [46]. Haplotypy urcujici riziko diabetu 1.typu nebo naopak haplotypy protek-

tivni se lisi napti¢ populacemi a kontinenty. Zmény mohou dokonce vznikat i casem [34] [36].

2.4.2 Zevni faktory

Samotna genetickd predispozice neznamena nutné rozvoj autoimunitniho onemoc-
néni. Diabetes 1.typu se rozvine jen u méné nez 10 % vnimavych jedinct [40]. Vliv vnéjsich
faktort shrnuje ,hygienicka hypotéza“. Tato hypotéza Tika, Ze rozvoj diabetu souvisi s vyssi
zivotni trovni a tim i s vySsim hygienickym standardem, ¢imz se snizi moznost antigenni
stimulace v raném détstvi. Hlavni vnéjsi faktory asociované s rizikem vzniku autoimunitni
inzulitidy vedouci k diabetu 1.typu jsou infekce, nutri¢ni faktory, pribéh perinatalniho
obdobi a raného détstvi [34, [47].

Mezi prokazatelné infekéni vlivy patii viry, které dokadzou ménit antigenni struktury
bunék. Odkryvaji tzv. kryptogenni antigeny a vyvolavaji autoimunitni reakci proti bunkam
télu vlastnim. Nejcastéjsi je u prediabetickych a diabetickych jedincii nalez viru coxsackie
subtypu B [48, 149, [50].

Jednim z nutri¢nich faktort je vyziva kojence kravskym mlékem nebo kojenim.
Ochranny vliv kojeni ve své praci prokazal Cinek a kolegové [36]. Dalsi studie se snazili

spojit vyssi incidenci v severskych zemich se snizenym mnozstvim vitaminu D, ktery k syn-
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téze potfebuje slunecni zafeni. Jenze vice nez 95 % rodi¢t v severskych zemich svym détem
vitamin D dodéva v tabletach [40)], 511 [52].

Vétsina studii se shoduje na tom, ze vyssi vék matky prinasi i vyssi riziko rozvoje
T1D. Dalsimi snadno zjistitelnymi a hodnotitelnymi parametry jsou porodni délka a hmot-
nost nebo zpisob porodu. V porovnavani rizika plynouciho z uvedenych faktori se vysledky

studii lisi. Vétsinou jde jen o mirné zménéné riziko [34, [47].
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3 Imunopatologie diabetu mellitu 1.typu

K rozvoji autoimunitniho zanétu dochazi v ptipadé, ze v periferii jsou autoreaktivni
T-lymfocyty rozeznavajici antigeny S bunék pankreatu a neni zastavena jejich klonalni ex-
panze. Periferni imunologicka tolerance je zajistovana klonalni deleci (autoreaktivni klony
hynou apoptézou), klondlni anergii (funkéni ttlum autoreaktivnich klond) [53], klonalni
ignoranci (lymfocyty nejsou schopny rozpoznat autoantigen) [54] a aktivni supresi (autore-

aktivni klony jsou potlaceny pomoci jinych imunokompetentnich bunék a jejich produkti).

3.1 Role podskupin Th bunék

O charakteru inzulitidy probihajici proti f buiikdm pankreatu rozhoduje pievaha
subpopulace Th1l nebo Th2. Inzulitida je destruktivni ¢i nedestruktivni. Na zvifecich mo-
delech se ukazalo, ze destruktivni inzulitidu vyvolava prevaha Thl subpopulace a cytokiny
IL-2, IL-12, IFN-v, TNF-8. K destrukci g bunék dochazi primo indukci apoptdzy a ne-
pfimo stimulaci bunécné imunity. Naopak pii nedestruktivni inzulitidé ptfevazuji Th2 a

Th3 lymfocyty a cytokiny IL-4, IL-10 a TGF-/, které uplatiiuji regulac¢ni mechanismy [3].

3.2 Autoreaktivni T-lymfocyty

Na rozvoji autoimunity se podileji autoreaktivni T-lymfocyty, které unikly negativni
selekci v thymu a prolomily mechanismy periferni tolerance |20} 2], 22], 56]. Rozeznaji pre-
zentovany pankreaticky autoantigen prostfednictvim HLA molekuly. Jde predevsim o sub-
typ CD4+ (Th), ktery po aktivaci za¢ne produkovat Th1 spektrum cytokind, tzn. predevsim
IFN-v a IL-2. Cytokinové spektrum podporuje bunéénou imunitni odpovéd - do Langer-
hansovych ostrivkt se kromé Thl lymfocytd infiltruji i NKT bunky a CD8+ T-lymfocyty,
které destruuji # bunky na trovni bunécéného kontaktu. Do mista zanétu jsou pritahovany

i makrofagy a sekundarné se spousti tvorba protilatek proti 5 bunkam [31], 33, 57, [58].

3.2.1 Vztah T1D a Treg

Diabetes 1.typu vznika jako diisledek narusené tolerance k antigeniim pankreatickych
ostrivki. V periferii se nachézeji autoreaktivni klony T-lymfocyti, které rozpoznavaji anti-
geny [ bunék. Dojde tak k vyvolani patologické imunitni reakci a k produkeci cytokint typic-
kych pro Thl buiiky (pfedevsim IFN-v), které iniciuji autoimunitni proces. Pro dalsi rozvoj
onemocnéni je nutnd piitomnost autoreaktivnich CD8+ cytotoxickych T-lymfocyti [59, [60).

Predpoklad defektni regulace imunitni odpovédi CD44+-CD25+ T regula¢nimi bun-
kami u pacientid s T1D se plné nepotvrzuje. Snizené schopnosti suprese a regulace sekrece

prozanétlivého cytokinu IFN-v T regula¢nimi bunkami oproti kontrolam prokazali Lindley
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s kolegy a skupina Z.Vrabelové [59, 61]. Védecka skupina Amy Putnamové signifikantni roz-
dily mezi supresivnimi schopnostmi CD4+CD25+ T regula¢nich bunék nepozorovala [62].
Vysledky studii nehovoii shodné. Rozdily mohou byt dany pouzitim odlisnych stimula¢nich
podminek a také naptriklad vlivem rozdilného véku a rozdilnou délkou trvani diabetu u
sledovanych osob.

Kromé vzorki periferni krve od pacientti s T1D se Casto vyuzivaji zvifeci modely,
tzv. NOD mySi (non-obese diabetes mouse). V pankreatu mysi se brzy objevi infiltraty
leukocytti, ale az za 10-30 tydnt dojde k rozvoji destruktivni inzulitidy a ke vzniku diabetu.
Pravdépodobné je to zpiisobeno tim, Ze supresorové schopnosti regulacnich bunék klesaji s

progresi autoimunity proti $ buiitkdm pankreatu [63].

3.3 Prediktivni diagnostika T1D

Vysetieni obecné populace se zatim v klinické praxi neprovadi, protoze stanoveni
autoprotilatek nema dostatecnou prediktivni hodnotu a je finanéné naroc¢né. Rizikového
pacienta na prvni pohled nepozname, takze se do nasi laboratotfe dostavaji pouze vzorky
pribuznych pacient, u kterych se diabetes rozvinul. Laborator autoimunitnich onemocnéni
se podili na programu Predikce diabetu, ktery si dal za kol odhalit véas rozvoj diabetu a
zabranit tak tomu, aby bylo dité pii zachytu T1D v tézkém klinickém stavu. Pii véasném
zachytu se lékari snaze daii navodit a udrzet remisi, kdy staci nizsi davka inzulinu. Do bu-
doucna si program dal za kol vytipovat jedince ohrozené diabetem a pomoci imunosuprese
oddé&lit manifestaci [64]. Ale jak vime, kazdy imunitni systém reaguje jinak rychle a citlivé

a zatim se zadna imunointervencni studie neukézala jako vhodna pro klinické pouziti.

Protilatka Prevalence [%)]
Déti | Dospéli
GADA 70-80 70-80
IA2-Ab 60-70 30-50
IAA 50-70 20-30
ICA 80-90 70-80
GADA nebo TA2-Ab nebo TAA | 95-100 | 70-80

Tabulka 4: Vyskyt autoprotilatek pti manifestaci T1D [30].

V ramci programu Predikce diabetu je urceno genetické riziko a pritomnost proti-
latek. Biochemické vySetfeni zahrnuje stanoveni sekundarnich autoprotilatek (nepodileji se
na destrukci § bunék) proti inzulinu (IAA), dekarboxylaze kyseliny glutamové (GADG5) a
tyrosinfosfatéze (IA-2) [55, 65]. Wenzlau a kolektiv jesté na seznam autoprotilatek s predik-
tivnim charakterem ptidavaji autoprotilatky proti zinkovému transportéru (ZnTA), které

jsou pozitivni u 60-80 % Cerstvé manifestovanych pacientt s T1D [66].
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Dalsimi, méné casto vysetfovanymi protilatkami, jsou protilatky proti ostrivkovym
antigentim pankreatu (ICA). Stanovuji se nepfimou imunofluorescenci na kryorezech lidské
slinivky, takze vysledky jsou velmi ovlivnéné subjektivnim nazorem hodnotitele a tézko se
standardizuji [30].
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4.1

4.2

Cile prace a hypotézy

Cile prace

Zmapovat zastoupeni populace T regulac¢nich bunék, které jsou definovany jako
CD4+CD25+CD127-, v pupec¢nikové krvi déti zdravych matek, matek s gestacnim

diabetem a matek s diabetem 1. typu.

Prokazat rozdilné schopnosti T regula¢nich bunék pupec¢nikové krve tlumit produkci

IFN-7 u zdravych a diabetickych matek.
Studium moznosti navozeni imunologické tolerance pro zlepseni budoucich moznosti
imunointervence.

Hypotézy prace

Populace T regulac¢nich bunék je zvysena v pupecnikové krvi déti matek s diabetem

1. typu.

T regulacni bunky v pupecnikové krvi déti matek s T1D diabetem jsou schopné tlumit

produkci IFN-v intenzivnéji.
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5 Metodika

5.1 Material

e pupecnikova krev odebrand do 2-3 zkumavek s heparinem lithnym (zelena zkumavka

Vacuette, objem 9ml)

5.2 Roztoky a chemikalie

e [zolace CBMC:

— Earle’s Balanced Salts solution (EBSS) (Sigma, USA)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Sigma, USA)

Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare, USA)
— RPMI (Invitrogen, Gibco, USA)

e Smés antibiotik: L-glutamin (10xl/ml 200mM), penicilin-streptomycin (1ul/ml PNC
a lug/l streptomycin) (Sigma, USA)

e Smés diabetogennich autoantigent (viz tab.4) (Prolmunne, Oxford, UK)
e protilatky na prutokovou cytometrii (fedéni podle pokyni vyrobce):

— Human CD3 FITC (Miltenyi Biotec, Némecko)

— Conjugated CD4 Alexa Fluor 700 (EXBIO Praha a.s., CR)

— Human CD25 PE (Miltenyi Biotec, Némecko)

— Human CD45 PerCp (Miltenyi Biotec, Némecko)

— Mouse monoclonal CD45RA FITC (EXBIO Praha a.s., CR)
— Mouse monoclonal CD45RO APC (EXBIO Praha a.s., CR)
— Monoclonal CD71 PE (IMMUNOTECH a.s., CR)

— Human CD127 APC (Miltenyi Biotec, Némecko)

e Human IFN-v Instant ELISA (Bender MedSystems, Rakousko)

e Human IFN-y ELISpot PLUS kit (Mabtech AB, Nacka Strand, Svédsko)
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5.3 Pristroje a programy
e centrifuga - Hettich Universal 32R (GMI, USA)
e mikroskop - Olympus CX31 (Olympus, CR)
e automatické pipety - DISCOVERY comfort (PZ HTL S.A, Polsko)
e prutokovy cytometr - LSR II (BD Bioscience, USA)
e magneticky separator - VarioMACS (Miltenyi Biotec, Némecko)
e BD FACSDiva Software 6.0 (BD Bioscience, USA)
e Summit v 4.3. (Dako, Dénsko)

e SPSS 14.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)

5.4 Charakteristika souboru

V této praci byly pouzity vzorky pupecnikové krve z porodniho oddéleni 2.LF UK
a FN v Motole. Behem let 2009 az 2011 bylo shromazdéno 68 vzorkt. Konkrétné bylo
odebrano 12 pupecnikovych krvi od déti matek s diabetem 1.typu, 42 pupecnikovych krvi
od déti zdravych matek a 14 od déti matek s gesta¢nim diabetem. Pupecnikové krve byly
zafazovany postupné, bez vybéru. Zatazovany nebyly vzorky matek, které porodily pred
38. tydnem nebo pokud matka trpéla dalsi poruchou imunitniho systému. Kazda rodicka
dostala pisemné informace o studii a podepsala informovany souhlas schvaleny mistné pii-
slusnou Etickou komisi.

Ze vSech vzorki byly vyizolovany mononuklearni buriky a ty byly nasledné proméfeny
na prutokovém cytometru. ELISA byla pouzita u 6 vzorkd a ELISpot u 7 vzorkd. Dale
byla u 47 vzorku proméfena pfitomnost CD71+ bunék (nezralych prekurzort erytrocyti a

aktivovanych lymfocytii) a zaznamenana naivita/zralost lymfocyt.

Zdravé deti | Déti matek s GD | Déti matek s T1D

Pocet pupecnikovych krvi (N) 42 14 12
Vék matek (pramér + sd) 31,24 + 3,19 34,5 + 1,79 29,14 + 1,84
Porod | Vaginalni 33 11 8
Cisarsky Tez 9 3 4

Tabulka 5: Parametry vzorkt zahrnutych do studie.
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5.5 Pouzité metody
5.5.1 Gradientova centrifugace a stimulace

Tato metoda slouzi k izolaci krevnich ¢astic z plné krve. K oddéleni bunék vyuziva
rozdilnou hustotu jednotlivych elementi. Krev se odebird do zkumavky potazené hepari-
nem. Navrstvi se na Ficoll a nasledné se cela zkumavka zcentrifuguje 30 minut pii 400g. Na
povrchu Ficollu se objevi prstenec mononuklearnich bunék s nizsi hustotu, zatimco granu-
locyty a erytrocyty se propadaji pfes vrstvu Ficollu na dno zkumavky (viz obr. ). Trom-
bocyty netvoii viditelnou vrstvu, ale zlstavaji v séru, ¢imz mohou kontaminovat vrchni
vrstvu mononuklearnich bunék. Pro jejich odstranéni se pouziva promyti a nasledné cent-

rifugace [6, 67].

Krevni plazma a trombocyty
Vzorek pupeénikové krve \

Mononuklearni burfiky x

Ficoll-Paque PREMIUM
Ficoll-Paque PREMIUM I

Granulocyty, erytrocyty \_'

Obrazek 4: Schéma rozdéleni pupecénikové krve pfed (A) a po centrifugaci (B) [67].

Ve vSech experimentech jsme pouzivali mononuklearni buiikky pupecénikové krve
(CBMC). Problém pti dalsim zpracovani délaly jaderné prekurzory erytrocyti, které konta-
minovaly mononukledrni buitky pupe¢nikové krve a mohly zkreslit vysledky dalsich meteni.

K cerstveé izolovanym CBMC v kultivaénim médiu s inaktivovanym fetalnim bovin-
nim sérem (FBS) jsme pfidali antibiotika (ATB) a pripadné smés diabetogennich antigend.
Konkrétni slozeni aminokyselinovych sekvenci je uvedeno v tabulce [0l U pozitivnich kont-
rol jsme misto diabetogennich antigeni Ag ptidavali fytohemaglutinin (PHA) a negativni

kontroly tvorily jen CBMC s ATB v kultiva¢nim médiu.

5.5.2 Magneticka separace

Metoda magnetické separace (MACS) k izolaci bunék vyuziva silné magnetické pole a
protilatky s navazanymi magnetickymi ¢asticemi, které maji primér pouze 50nm. Vyrobce
mezi vyhody fadi jednoduché zachazeni, vysokou cistotu separované populace, moznost

kombinace s dalsimi metodami a také Siroké vyuziti - ve védecké i v klinické laboratori [68].

31



AutoAg | Poradi | Aminokyselinova sekvence Mol.
a.k. hm.
GAD 1 247-279 | NMYAMMIARFKMFPEVKEKGMAALPRLIAFTSEE-OH | 3823,7
GAD 2 509-528 | IPPSLRTLEDNEERMSRLSK-OH 23717
GAD 3 524-543 | SRLSKVAPVIKARMMEYGTT-OH 2238,7
TA-2 853-872 | SFYLK(Nleu)VQTQETRILTQFHF 9489
PI 9-23 SHLVEALYLVCGERG 1645

Tabulka 6: Diabetogenni autoantigeny pouzité ke stimulaci CBMC.

K izolaci T regula¢nich lymfocyti jsme pouzivali VarioMACS Separator od firmy
Miltenyi Biotec. Postup prace je shodny s originalnim nédvodem k soupravé. Pfed samotnou
separaci se bunky spocitaji v Biirkerové komtrce, aby byl pfidan spravny pomér protila-
tek/magnetickych ¢astic (Biotin Antibody Coctail, Anti-Biotin Microbeads, CD25 Micro-
Beads). Néasledné se resuspenduji v pfedepsaném pufru. Dilezité je smés stle udrzovat v
chladu, aby nedoslo k agregaci magnetickych ¢astic. Z tohoto divodu probihala centrifugace

pii 4°C a inkubace v lednici.

A B [

Obrazek 5: Schématické znazornéni postupu. Naznaceni populace za pouziti koktejlu pro-
tilatek s navdzanymi magnetickymi ¢asticemi (A). Ziskdni CD4+ bohaté smési negativni
selekci za pouziti LD kolony (B). Naznaceni smési protilatkou CD25. Ziskani populace
CD4+CD25+ pozitivni selekci za pouziti MS kolony. Vychytané bunky se uvolni propla-
chem po vyjmuti kolony z magnetického pole (C) [68].

5.5.3 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie (FACS) je technologie, kterd umoziiuje simultanni méfeni né-
kolika charakteristik na trovni jedné bunky v suspenzi. Funguje na principu hydrodyna-
mické fokusace, coz znamena, ze bunécna suspeneze tvori v cytometru tenky proud a bunky
prochazi jedna po druhé pres laserovy paprsek. Kazda c¢astice v suspenzi odrazi a rozpty-

luje laserové svétlo s rtiznou intenzitou. Pokud je buika naznacend pomoci monoklonalni
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protilatky s navazanym fluorochromem, dojde k excitaci fluorescen¢niho zatreni. Zakladnimi
dvéma méfenymi parametry jsou forward scatter (FSC), ktery méfi rozptyl svétla v ma-
lém uhlu a side scatter (SSC), ktery méti rozptyl svétla v tthlu 90°. FSC je pfimo umérny
velikosti bunék a SSC je ovlivnén hlavné granularitou bunék, takze se bunky rozdéli na

populaci lymfocytii, monocytii a granulocytii, navic se oddéli drf a mrtvé buriky [6].

zesilovad
—— el .
laserowy
paprsek ;
detektor ap'al_ogoxfe-
) fluorescence Cislicowy
hnacivoda 4 pievodnil

vZorek

Obrazek 6: Schéma pritokového cytometru [69].

Ziskané mononuklearni bunky pupec¢nikové krve se nejprve promyly v 1,5ml fosfa-
tového pufru (PBS) a zcentrifuguji (400 g, 5 minut). Nasledné byly buriky znaceny proti-
latkami (viz Roztoky a chemikélie) a 15 minut inkubovany ve tmé pii pokojové teploté.
Po inkubaci byl vzorek zcentrifugovan (400 g, 5 minut) a supernatant byl odstranén. Ke
vzorkiim se pridalo 100 pul PBS a byly proméreny v laboratori CLIP na FACS LSR II
programem Diva software. Dalsi analyza byla provedena pomoci programu Summit v.4.3
prostfednictvim dvojrozmérnych bodovych graft (dot plot). Jako prvni se ohraniéil lymfo-
idni gate podle silné exprese molekuly CD45. Déle se pokracovalo v analyze bunék pouze z
lymfoidniho gatu (obr. [).

Kromé méteni zastoupeni bunééné populace T regulacnich lymfocytl jsme zjistovali
pomér naivnich a pamétovych lymfocytt pomoci znaktt CD45RA /CD45R0O. Mnozstvi ery-
troblastii jsme métili pomoci znaku CD71. Povrchovy znak CD71 je transferinovy receptor,

ktery je exprimovany na aktivovanych a proliferujicich burikéch [5].
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Obrazek 7: Ukazka strategie gatovani pri primarni analyze dat na FACS LSR II. Nejprve
se vyhleda populace lymfocytii (A) pomoci znaku CD45+ a z tohoto gatu se provadi dalsi
analyza Th lymfocyta CD3+CD4+ (B) a T regula¢nich lymfocyti CD4+CD25+CD127-
(CaD)

5.5.4 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Podstatou metody je reakce antigen-protilatka. Vyuziva se ke kvantitativnimu stano-
veni antigenu (pfima ELISA) nebo ke stanoveni protilatek (nepfimé ELISA). Na dné jamky
(vétsinou 96 jamkové desticky) je navdzana primarni protilatka. Aplikuje se diagnostiko-
vany vzorek, necha se inkubovat a nakonec se promyje. Nenavazany konjugat (antigen) se
odmyje, zatimco navazany je inkubovan s enzymovym substratem. Na ELISA-readeru je
odectena vzniklad barevné reakce z mikrotitracni desticky pii riznych vinovych délkach (9).
Pro zrychleni a usnadnéni metody jsme pro méfeni pouzili tzv. Instant ELISu, kde jsou
na dné jamek v prvnich dvou sloupcich jiz pripravené standardy, ke kterym se vztahuji
vysledky méreni.

Méfenym cytokinem v nasem piipadé byl prozanétlivy interferon v (IFN-v), coZ je
hlavni produkt Thl populace. Pravé produkci IFN-v by mély T regula¢ni bunky snizo-
vat [18]. Prah citlivosti ndmi pouzitého komeréniho kitu je pro IFN-v 0,66 pg/ml. Otes-
tovali jsme 6 vzorkd (2 pupecnikové krve déti matek s T1D a 4 pupecnikové krve déti

zdravych matek). Buriky jsme nastimulovali a pfidavali riznou koncentraci T regulac¢nich
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Obrézek 8: Schématické znazornéni postupu. Navazana protildtka na dné jamky (A). P¥i-
déni vzorku a navazani antigenu (B). Pfidani specifické protilatky (C) a sekundarni enzy-
maticky znacené protilatky (D). P¥idani substratu, ktery po reakci s enzymem zméni barvu
(E) [70).

bunék izolovanych magnetickou separaci, abychom prokéazali rozdilnou schopnost T regu-
la¢nich bunéek tlumit produkci IFN-v. Diky pritokové cytometrii jsme znali zastoupeni T
regulac¢nich bunék v konkrétnim vzorku a diky magnetické separaci jsme tuto populaci vyi-
zolovali. Stimulované i nestimulované CBMC jsme rozdélili do 4 zasobnich mikrozkumavek.
V prvni zistali CBMC beze zmény, do druhé jsme piidali 100 % T regulacnich bunék, do
tfeti 200 % a do étvrté dokonce 400 % pivodniho mnozstvi T regulac¢nich bunék. Kulti-
vace bunéénych suspenzi trvala 72 hodin v termostatu (37 °C, 5% atmosféra CO,), poté byl
zvlast odebran supernatant a butiky. Pokud nebyly vzorky okamzité pouzity, zamrazili jsme
supernatant pri —20°C. Bunky byly po pridani DMSO zamrazeny pii —80 °C. Aby nevzni-
kaly poskozujici ledové krystaly, pouzili jsme zmrazovaci kontejner obsahujici isopropanol,

ktery zajistuje pozvolny pokles teploty (1°C/min).

5.5.5 ELISpot (enzyme-linked immunospot assay)

ELISpot je metoda, pfi které dochazi k vazbé cytokinu produkovaného urcitou bun-
kou na protilatku navazanou na desticce. Dno desky tvofi specialni membrana s navazanou
primarni specifickou protilatkou proti hledanému cytokinu (interleukinu). Po nékolikaho-
dinové inkubaci (délka inkubace je zavisla na typu cytokinu) se buriky zlyzuji, odmyji a
prida se sekundarni znacena protilatka proti testovanému cytokinu. Pfidanim barevného
substratu dojde ke zvyraznéni mist, kde lymfocyt produkoval detekovany cytokin. Vzniknou
barevné body (spoty). V nasem piipadé byl v komerénim kitu tetramethylbenzidin (TMB)
substrat, ktery pfi oxidaci zmodra. Vyhodnoceni lze provést manualné pomoci inverzniho
mikroskopu nebo automaticky vyuzitim ELISpot readeru.

Pro zjisténi produkce IFN-+v jsme pouzili kit, kde jako pozitivni kontrola slouzi mAb
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CD3-2. Pracovni koncentrace bunéek byla 100 tisic CBMC na jamku. Bunky jsme stimulovali
smési diabetogennich antigenii (viz tab. []). Déle jsme pfipravili negativni kontrolu (NK) z
nestimulovanych bunék a absolutni negativni kontrolu (pouze médium). Do kazdého vzorku

byla pfidany antibiotika (ATB). Vzniklé spoty jsme odecitali pod inverznim mikroskopem.

Obréazek 9: Schématické znézornéni postupu. Inkubace bunék a antigenu (A). Buiiky bé-
hem kultivace zac¢nou produkovat cytokiny, které se navazi na protilatku navazanou na
dné desky. Pfidani enzymaticky znacené protilatky proti hledanému cytokinu (B). Ptidani
substratu a vyvoj spottt (C). Mezi jednotlivymi kroky dochézi k promyti [71].

5.6 Vysledky

Procentualni zastoupeni jednotlivych bunéénych populaci naméfenych na pritoko-
vém cytometru jsme zaznamenali do tabulek, ke kterym jsme doplnili zdkladni popisné
statistiky (viz tab. [M). Grafickym zndzornénim je boxplot (obr. [4HI6), ktery poskytuje za-
kladni informace o rozlozeni proménné a nazorné zachycuje median, kvartily i extrémy v
datech. V grafech jsou zndzornény t¥i skupiny (statistické vybéry): 1 - T1D - pupecnikova
krev ditéte matky s diabetem 1.typu; 2 - ZK - pupecnikova krev ditéte zdravé matky; 3
- GD - pupec¢nikova krev ditéte matky s gestacnim diabetem. VSechny uvedené statistické
tabulky byly vypracovany v programu SPSS. Opét ke skupinam 1, 2, 3 plati stejna legenda
jako v pripadé grafi.

Pomoci ELISy jsme otestovali 2 pupec¢nikové krve déti matek s T1D a 4 pupecnikové
krve déti zdravych matek. Vysledky ELISA méfeni nevykazovaly zadny jednotny trend
a neodpovidaly nasemu ocekavani. Hodnoty produkce IFN-v vychazely velmi nizko, pri-
mérna koncentrace ze vSech méfeni je 1,18 pg/ml, pfi¢emz detekéni limit mani pouzitého
komer¢niho kitu byl 0,66 pg/ml. Vzhledem k takto nizkym hladindm IFN-v, ¢asto i pod
detekénimi limity, jsme méfeni neopakovali na vétsim souboru. Z obrazkt [10 a1l je patrné,
ze produkce IFN-v nemda shodny priibéh mezi stimulovanymi bunkami a nestimulovanymi
bunikami (negativni kontrola) ani mezi vzorky CBMC déti matek s T1D a zdravymi kon-
trolami. Né&kdy se po pridani 100 % T regulacnich bunék produkce IFN-v snizila, ale po
pridani 200 % Treg se produkce IFN-v opét zvysila a pii pridani 400 % Treg se u stimulo-
vané skupiny T1D zase snizila. Prekvapivé bylo, Ze hodnoty produkce IFN-v naméfené u

skupiny T1D jsou nizsi, nez u zdravych kontrol i v piipadé bazalni produkce.
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Obrazek 10: Zaznam zménéné produkce IFN-v po stimulaci diabetogennimi antigeny a
pridani odlisného mnozstvi T regulac¢nich bunék. Nejprve byly proméreny CBMC s normal-

nim poc¢tem Treg (1), poté CBMC + 100 % Treg (2), nésledné CBMC + 200 % Treg (3) a
nakonec CBMC + 400 % Treg (4).
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Obrazek 11: Zaznam zménéné produkce IFN-v u negativnich kontrol po pridani odlisného
mnozstvi T regulac¢nich bunék. Nejprve byly proméreny CBMC s normalnim poctem Treg

(1), poté CBMC + 100 % Treg (2), nasledné CBMC + 200 % Treg (3) a nakonec CBMC
+ 400 % Treg (4).
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Prosttednictvim ELISpotu jsme otestovali produkeci IFN-v u 7 vzorkt. V poc¢tu spoti
a tedy ve schopnosti tlumit produkci IFN-v jsme nezaznamenali zadny signifikantni rozdil.
ELISpot z pupecnikové krve se zcela lisi od ELISpotu periferni krve, ktery jsme pro kontrolu
také provedli.

Signifikantni rozdil nevysel ani pfi porovnani bunééné populace CD45+CD45RA a
CD45+CD45R0O. Vysledky se Spatné kvantifikuji, protoze populace naivnich a pamétovych
bunék v sebe postupné prechazeji a prolinaji se (mouhou byt i double pozitivni). Rozdil je

vidét pfi porovnani pupecénikové krve a periferni krve (viz obr. [I2)).
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Obrazek 12: Zastoupeni naivnich bunék CD45+CD45RA+ a pamétovych bunék
CD45+CD45R0O+ v pupecnikové krvi ditéte od matky s diabetem 1.typu (A), zdravé matky
(B) a v periferni krvi (C).

P1i méfeni znaku CD714 jsme potvrdili pritomnost jadernych prekurzorii erytrocyti
v pupecnikové krvi, které se v periferni krvi nevyskytuji (viz obr [[3)). V mnozstvi vypla-
venych bunék nesoucich znak CD71 jsme nenasli signifikantni rozdil v pripadé porovnani

zpisobu porodu ani v piipadé porovnani CBMC déti matek s T1D a zdravymi kontrolami.

5.6.1 Statistické vyhodnoceni prutokové cytometrie

Vysledky byly zpracovany za poziti softwarového programu SPSS. Pro vSechny testy
byla zvolena hladina vyznamnosti p = 0,05. K ovéfeni, ze zvolené vybéry odpovidaji nor-
malnimu rozdéleni, jsme pouzili Kolmogorov-Smirnoviv test. U vSech bunéénych populaci
ve vSech 3 skupinach vysla signifikance p > 0,05, coz vede k zavéru, ze nezamitame nulovou
hypotézu o normalnim rozlozeni pfedlozenych vybéra (viz tab. §). Grafickym znazornénim
normélniho rozdéleni jsou histogramy (obr. [[7HI9).

Pomoci Levenova testu jsme ovérili shodu rozptylu ve skupiné. Signifikance opét
prevysovala hrani¢ni hodnotu p > 0,05, i kdyz ne s takovou prevahou jako pii testovani
normality rozdéleni. Nulovou hypotézu o shodé rozptylu ve vybéru nezamitdme (viz tab.[d]).

Pro testovani rozdilu stfednich hodnot vSech tii skupin vybért jsme pouzili metodu
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Obrazek 13: Zastoupeni erytroblasti (CD45-CD714) a aktivovanych T-lymfocyti
(CD454+CD71+) v pupeénikové krvi (A) a periferni krvi (B).
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Obrazek 14: Boxplot ukazuje procentualni zastoupeni populace T regula¢nich bunék
(CD4+CD25+CD127-) z celkového poctu lymfocyti (CD45+) v jednotlivych skupinach.

ANOVA (analyza rozptylu), protoze pokud bychom opakované pouzili Studentiv t-test
pro dva nezavislé vybéry, mohli byhcom se dopustit chyby falesné pozitivniho vysledku.
Jak je uvedeno v tabulce nulovou hypotézu o shodé stfednich hodnot nezamitame v
pripadé mnozstvi Th lymfocytd a T regulac¢nich bunék, protoze signifikance je p > 0,05.
Nemtzeme tedy Fict, Ze by se vybéry mezi sebou lisily. Ale u poméru T regulacnich bunék

v rdmci populace Th lymfocytt ndm vychazi signifikance p = 0,020, takze na 95 % hlading
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Obrazek 15: Procentudlni zastoupeni populace Th lymfocyti (CD3+CD4+) z celkového
poctu lymfocytia (CD45+) v jednotlivych skupinach.
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Obréazek 16: Procentuélni zastoupeni populace T regula¢nich bunék (CD4+CD25+CD127-)
z Th lymfocyti (CD3+CD4+) v jednotlivych skupinéch.
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Obréazek 17: Normalni rozdéleni hodnot T regula¢nich bunék (CD4+CD25+CD127-) z cel-
kového poctu lymfocytt (CD45+) v jednotlivych vybérech.

1 2 3
104
-
= 1-T1D
g 1-7ZK
.E 3-GD
s
4

T T T I I
000 2000 4000 6000 E000000 2000 4000 6000 9000000 2000 4000 6000 80,00
Th Iymfocyty [%e]

Obréazek 18: Normalni rozdéleni hodnot populace Th lymfocyti (CD3+CD4+) z celkového
poctu lymfocyti (CD45+) v jednotlivych skupinéch.
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Obréazek 19: Norméalni rozdéleni hodnot podilu T regula¢nich bunék (CD4+CD25+CD127-)
z Th lymfocytt (CD3+CD4+).

spolehlivosti zamitame hypotézu Hy a potvrzujeme alternativni hypotézu, zZe se lisi mnozstvi
T regulac¢nich bunék v ramci populace Th lymfocyttt minimalné ve dvou vybérech. Pro
zjisténi, které dvé skupiny se lisi, jsme pouzili Post Hoc testy. Aplikace SPSS pro testovani
pouzila Bonferroniho metodu. Primeérné zastoupeni T regulacnich bunék v ramci populace
Th lymfocytt je 6,73 % u pupecnikové krve matek s T1D oproti 9,25 % v pupec¢nikové krvi
zdravych matek, coz podle Post Hoc testu ¢ini signifikanci p = 0,043 (viz tab. [IT]).

Obrazek 20: Ukazka vysledku z ELISpotu - jde o produkci IFN-+ pupecnikovou krvi po
stimulaci diaetogennimi antigeny.
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6 Diskuze

Nerovnovaha mezi aktivaci a supresi imunitniho systému mutze byt zptisobena od-
chylkou v poc¢tu nebo funkei T regulac¢nich lymfocytt. Tento rozdil miize nespravné vychylit
imunitni mechanismy Thl vs. Th2 a nasledné muze dojit k aktivaci destrukce 8 bunék pan-
kreatu [72] [73], [74, [75], [76]. Proto se nas zéjem ubiral piedev§im k populaci T regulacnich
lymfocytti. Pti jejich identifikaci jsme dali prednost povrchovému markeru CD127 pfed in-
tracelularnim transkripénim faktorem FOXP3. Mezi obéma znaky je prokadzana inverzni
korelace [77, [78].

Experimenty v této diplomové praci byly zaméreny na pupecnikové krve, protoze se
jedna o mimotradné zajimavy material. Imunitni systém novorozence se doposud setkal jen
s malym mnozstvim exogennich vlivii prostfednictvim téla matky. Prostfedi, ve kterém se
vyvijely déti matek s T1D a zdravych matek, se zasadné neodlisovalo s vyjimkou vykyvi
glykémie béhem téhotenstvi a autoimunitné ladéného prostiedi matefského organismu. Ci-
lem bylo zjisténi rozdilt v zastoupeni jednotlivych bunéénych subpopulaci a zavedeni metod
k odhaleni rozdilné schopnosti T regulacnich bunék tlumit produkované cytokiny.

Domnivame se, Ze priibéh téhotenstvi a piipadné navozeni imunologické tolerance
zapric¢inuje rozdil v riziku vzniku diabetu u diabetickych matek a diabetickych otcii. Matky
s diabetem 1.typu maji pro své dité riziko vzniku T1D 2-3 %, ale otcové dokonce 6-9 %
[3, [79]. K myslence, Ze se jedné o vliv prostfedi (ve smyslu efektu vyvoje v autoimunitné
ladéném prostiedi a nasledného navozeni specifické imunologické tolerance) nas vedlo i zjis-
téni, Ze snizené riziko vzniku diabetu pro déti matek s T1D plati pouze, pokud matka
onemocnéla diabetem jesté pred otéhotnénim. Pokud onemocnéla diabetem az po tého-
tenstvi, riziko, Ze onemocni potomek, se podoba riziku onemocnéni pro dité otce s T1D
[79, 80]. Roli v této disproporci miiZe sehravat i materskd glykémie. Vliv zménéné glykémie
na produkcei cytokinti byl jiz diive studovan v laboratofi, kde jsem realizovala svoji diplo-
movou praci. Byla zde provedena studie in vitro na CBMC izolovanych z pupec¢nikové krve,
které byly stimulovany diabetogennimi antigeny. Byl prokazan signifikantni rozdil pfi po-
rovnani sekrece IL-2, IFN-v, TNF-g CBMC po stimulaci. Hladina byla zvysena u skupiny
matek s vybornou kompenzaci diabetu oproti zdravym kontrolam. Skupina matek s horsi
kompenzaci diabetu méla obecné snizené hladiny sledovanych cytokint, ale u vyse uvede-
nych cytokint nebyl potvrzen signifikantni rozdil. Dalsim pokusem byla kultivace CBMC
v médiu s riznou koncentraci glukézy. Pfi snizeném koncentraci glukézy v médiu nebyl
prokézan mezi skupinami signifikantni rozdil. U vzorki, které byly kultivovany v médiu
se zvysenou koncentraci glukézy po dobu 72 hodin, byla zjisténa nizsi produkce IFN-+.
Proto nepovazujeme moznost ovlivnéni imunitniho systému zménénymi glykémiemi matky
v pribéhu téhotenstvi za vyloucenou. Imunitni systém se vyviji po dlouhou dobu, takze

muze byt na zménu glykémie citlivy i v jiné fazi, nez tésné pred porodem, coz simulovala
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predlozena studie in vitro.

Rozdil v zastoupeni T regula¢nich bunék mezi pupecnikovymi krvemi déti matek s
T1D a zdravymi kontrolami, mtze byt zptsoben tim, ze matky diabeticky rodi vétsinou
planované na spodni hranici zralosti ditéte (38. tyden), zatimco zdravé matky rodi ve vét-
siné pfipadi kolem 40. tydnu. Divodem je to, Ze po 38. tydnu téhotenstvi u déti matek
s diabetem vyznamné stoupa riziko nahlého timrti a z tohoto divodu jsou tato rizikova
tehotenstvi planované a fizené ukoncovana ponékud diive nez odpovida fyziologické délce
gestace. Do studie jsme zahrnuli i vzorky CBMC déti matek s T1D, které rodily v 36. -
38. tydnu téhotenstvi. Dité je v 38. tydnu plné zralé a prodluzovani t€hotenstvi by zanem-
byva vétsinou zptsoben jinymi zdravotnimi komplikacemi a pupecnikova krev tedy nemuze
byt zafazena mezi zdravé kontroly. Proto v nasi studii maji matky s T1D resp. jejich déti
ponékud nizsi gestacni vék a to samoziejmé muze ovlivnit mnozstvi T regula¢nich bunék
v pupecnikové krvi. Toto téma nebylo zatim podrobné zkoumano. Zminku jsme nasli ve
studii Iranského vyzkumného centra transfuzni stanice v Teheranu, ktera prokazala vyssi
hladiny T regula¢nich bunék v pupecnikové krvi déti rozenych pred ocekavanym terminem
porodu [81], ale neprokazala rozdil v zastoupeni naivnich (CD4+CD45RA) a pamétovych
bunék (CD4+CD45R0O) v pupeénikovych krvi déti narozenych pred terminem a v terminu,
coz odpovida nasim vysledktim, které také nevykazuji rozdil ve zralosti bunék mezi zkou-
many skupinami.

Dalsi rozdil mezi skupinami je v po¢tu cisafskych fezti - u T1D je zastoupeni 33 %, u
ZK a GD je zastoupeni nizsi a to 21,5 %. Cisatsky fez je u zdravych matek indikovan napf. z
divodu predeslého cisarského fezu, kefalopelvického nepoméru nebo problematické polohy
ditéte, coz jsou indikace nemajici primarné vliv na imunitni systém. Samotny cisaisky fez
muze ovSem vyznamné ovlivnit dalsi vyvoj imunitniho systému ditéte, nebot dité nepiijde
do kontaktu s bakteriemi v porodnich cestach matky a byva proto po porodu kolonizovano
jinym typem bakterii, nez dité porozené vaginalné. Toto se vSak tyka spis pozdéjsiho vyvoje
imunitniho systému ditéte. Dalsim vyznamnym cinitelem ovliviujicim imunitni systém bé-
hem porodu by mohl byt vyznamny stres, které dité proziva béhem vaginalniho porodu ve
srovnani se zanedbatelné krat$im stresovym impulzem, ktery provazi cisaisky fez (pokud
neni indikovan akutné napf. z divodu hypoxie plodu). Proto jsme provedli porovnani za-
stoupeni T regula¢nich bunék u jednotlivych typi porodi, kde jsme vSsak v nasem souboru
nenalezli rozdil.

Ze studie jsme vyloucili pupecnikové krve od matek s dalsi zavaznou poruchou imu-
nitniho systému a tézce dekompenzovanych diabeticek nebo gestac¢nich diabeticek s vy-
sokymi glykémiemi. Hyperglykémie matky zptisobi vyrazné zvyseny piestup glukdzy pres

placentu a nuti plod ke zvyseni metabolické aktivity a ke zpracovani prijaté glukozy, coz dale
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vyrazné zvysuje naroky na potfebu kysliku. Plod trpi hypoxyii a snazi se ji kompenzovat
vyplavenim erytroblastii, které se nedaji oddélit hustotni gradientovou centrifugaci a ztézuji
hodnotitelnost vzorku a to jak pfi pocitani bunék v Burkerové komtrce - tak pii odecitani
vysledki z FACS. Domnivame se, Ze imunitni systém plodu se v takto zavazném stavu mize
chovat odlisné. Na pritokovém cytometru jsme analyzovali i vzorek CBMC ditéte vyrazné
dekompenzované matky s T2D, kdy bylo dité vystaveno extrémnimu metabolickému stresu
a byl zde jasny efekt na jeho imunitni systém. Pozorovali jsme vyraznou supresi, ktera se
projevila velmi nizkym poc¢tem lymfocytt pfi analyze vzorku na pritokovém cytometru.

Dale je potfeba diskutovat pocetni zastoupeni vzorkd v nejvice zajimavé skupiné
tj. ve skupiné matek s T1D. Diabetickych matek je ve studii méné také proto, ze porody
jeho imunitni systém by mohl reagovat odlisné. Tato t€hotenstvi jsou obecné rizikova a
provazena problémy, coz c¢asto znesnadnuje odbér krve pro jiné nez primarné medicinské
ucely. I vlastni porody diabetickych matek byvaji komplikované, takze porodni sal nékdy
odsunul nabér CBMC pro védecké tcely napt. z diivodu nutnosti resuscitace novorozence.
O spolupraci jsme proto pozadali i Ustav péce pro matku a dité v Podoli, ale ani takto se
nam nepodafilo pocet téchto vysetfeni vyznamné navysit. Tyto obtize se shanénim takto
vzacnych vzorkd maji i jiné védecké skupiny, protoze naptiklad i ve studii B.C.Holma jsou
CBMC matek s T1D zastoupeny jen 13 vzorky a nase prace je tedy srovnatelna s nejvice
uznavanou zahrani¢ni praci v této oblasti co se tyka poctu realizovanych testti.

Nase méfeni neptineslo signifikantni rozdil mezi zastoupenim bunéénych populaci T
regulacnich bunék a Th lymfocytd ve skupinach, zatimco $§védska skupina B.C.Holma, pro-
kazala zvySené mnozstvi T regulacnich bunék v pupecnikové krvi déti diabetickych matek
oproti pupecnikové krvi déti zdravych matek (pramér 12,0 % u T1D oproti 8,9 % u ZK, p =
0.0102) [82]. Nase vysledky vykazovaly signifikantni rozdil v pfipadé podilu T regulacnich
bunék z Th lymfocytt, kde je priamérné zastoupeni 6,73 % u pupeénikové krve matek s T1D
oproti 9,25 % v pupeénikové krvi zdravych matek (p = 0,043). Toto je zajimavy vysledek i
vzhledem k tomu, Ze na zakladé literarnich idaji bychom ocekavali opacny vysledek. Mozné
priciny byly diskutovany vyse. Co se tyce T regulacnich lymfocyti je primérnéd hodnota
lehce zvySend u zdravych kontrol (viz tab. [M). Pro statistické vyhodnoceni jsme nevybrali
Mann-Whitney test tak jako svédska skupina, protoze nase namétené hodnoty vykazovaly
normalni rozlozeni.

Dalsim dtlezitym hledanym tidajem byla hladina produkce IFN-~. Zjisténa primérna
hladina koncentrace IFN-v v plazmé pupecnikové krve se ve studii Svédské vyzkumné sku-
piny B.C.Holma pohybovala kolem 15 pg/ml. Statisticky vyznamny rozdil u produkce IFN-v
v pupecnikové krvi déti matek s T1D a zdravych matek nepotvrdili. Primérna hladina byla
u T1D vyssi.
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Vyssi bazalni produkci IFN-v ve své praci prokazala Z.Vrabelova. Pracovala ovsem s
bunkami PBMC, produkci IFN-v méftila proteinovou arrayi po 72hod kultivaci in wvitro. U
pribuznych diabetik s rizikovymi alelami byla produkce IFN-+v mononuklearnimi bunkami
po stimulaci vy$si nez u zdravych kontrol (p = 0,02) [61]. K.Bshmova a kolektiv prokazala
nizsi bazéalni produkci vySetfovanych cytokint (véetné IFN-v) u novorozenct s jednim T1D
rodicem. Signifikantni byl rozdil jen u nékterjch cytokinti. Opét pro méfeni cytokinové
produkce pouzivala proteinovou microarray (79).

Nase vysledky vykazuji opacny trend. Po stimulaci diabetogennimi autoantigeny
mély pupecnikové krve déti matek s T1D nizsi hladinu IFN-~ nez pupec¢nikové krve zdravych
kontrol. Vzhledem k nedostatecné citlivosti ELISy v takto nizkych hodnotéach, jsme nemohli
provést mefeni touto metodou na vétsim souboru.

ELISpot z pupecnikové krve se zcela lisi od ELISpotu periferni krve, ktery jsme pro
kontrolu také provedli, abychom vyloucili, Zze jednd o metodickou chybu. Na ELISpotu z
pupecnikové krve se zobrazuje mnoho drobnjch a nevyraznych bodi. D& se uvazovat o
moznosti, Ze nezralé bunky, kterych je v pupec¢nikové krvi velice mnoho, se béhem kultivace
mohly ¢astecné diferenciovat a slabé produkovat IFN-~.

Vzhledem k tomu, Ze jsme nasli prace, které pracovali s CBMC a s ELISpotem,

domnivame se, 7Ze je mozné zvysit prikaznost dat pouzitim pocitacové upravy dat.
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Zaveér

V nasi praci jsme se zabyvali populaci imunoregula¢nich bunék CD4+CD25+ ve
vztahu ke vzniku diabetu 1.typu. Zjistovali jsme, zda jsou pfitomné pocetni nebo funkéni
odchylky téchto bunék u novorozence matky lécené pro autoimunitné podminény diabetes
tj. diabetes 1.typu. Dité matky s T1D ma vyssi riziko nez dité zdravé matky, ze touto
chorobou v budoucnu rovnéz onemocni. Jeho riziko je ale podstatné nizsi nez u ditéte,
jehoz matka je sice zdréava, ale otec je lécen pro tuto chorobu. Jednim z moznych vysvétleni
je, ze béhem téhotenstvi dochézi k nastoleni jisté imunologické tolerance u ditéte, které
se vyviji v matefském ,autoimunitné ladéném prostiedi“. Ve vztahu k poznani vzniku
diabetu 1.typu se jedna tedy o velmi potfebné a dosud malo probadané téma. Béhem let
2009 - 2011 jsme otestovali 68 pupecnikovych krvi (12 CBMC od déti matek s T1D, 42
CBMC od déti zdravych matek a 14 CBMC od déti matek s GD), jez spliiovaly stanovena
kritéria. Kontrolni vzorky byly ziskany od matek, které rodily v 38.- 42. tydnu téhotenstvi.
Skupina déti matek s T1D byla porozena primeérné o néco diive nez kontrolni skupina a to
v rozmezi 36.-39.tydne gestace.

Zamérili jsme se na detekci imunoregulac¢nich bunéénych populaci v pupecnikové krvi
pomoci pritokové cytometrie a také na detekci rozdild v produkci IFN-gama bunkami pu-
pec¢nikové krve po pfidani rizné koncentrace T regula¢nich bunék CD4+CD25+. Populaci
T regulac¢nich bunék jsme ziskali pomoci magnetické separace a poté jsme ji pouzili v dalsich
in vitro testech.

Prostiednictvim analyzy na pritokovém cytometru jsme nalezli rozdil v poctu T
regula¢nich bunék v ramci populace Th lymfocyti. Produkce IFN-gama testovana ELISou
a ELISpotem nevykazovala zadny signifikantni rozdil. Pro definitivni zavéry tykajici se role
imunoregulacnich lymfocyt v pfipadném nastoleni imunologické rovnovahy u déti matek
s T1D jsou ovsem nezbytné dalsi studie na rozsahlejsich souborech pupecnikovych krvi.

V pribéhu testti jsme fesili rtizné technické problémy zptisobené tim, ze se jednalo
o do zna¢né miry novatorské experimenty a pouzité metody byly primarné urcené pro
praci s periferni krvi. Vlastnosti pupecnikové krve se v nékterych parametrech vyrazné lisi
od periferni krve a tak se pouziti nékterych metod komplikuje. Nejvétsi komplikaci byla
pritomnost erytroblastli, které nebylo mozné odstanit z frakce mononuklearnich bunék.
Také magnetickd separace méla nizkou vytéznost CD4+CD25+ bunék a pozorovali jsme i
odlisné chovani mononuklearnich bunék pupecnikové krve pii aplikaci metody ELISPOT
ve srovnani s perifernimi mononukledrnimi bunkami.

Lze tedy konstatovat, ze jsme pozorovali odchylky na tirovni poc¢tu imunoregulac¢nich
bunék definovanych jako CD4+CD25+, dalsi vyzkum je ovSsem nezbytny, ale i velmi po-
tfebny a praveé pro jeho realizaci jsou cenné i metodické poznatky, ktera pfinesla tato prace.

Do budoucna je totiz velmi potiebné zjistit, jak efektivné navodit imunologickou toleranci
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proti antigentim beta bunék pankreatu a zlepsit tak vyhlidky na imunologickou prevenci

zavazné choroby, kterou bezesporu diabetes 1.typu je.
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P¥ilohy

N | Prumér SD SE Minimum | Maximum

Treg 1 12| 2,3817 | 0,93011 | 0,26850 0,69 3,60
2 42 | 2,6871 | 1,05019 | 0,16205 0,70 5,10

3 14 | 2,3000 | 1,38453 | 0,37003 0,30 4,60

Celkem | 68 | 2,5535 | 1,10399 | 0,13388 0,30 5,10

Tlymf 1 12 | 35,7383 | 13,43024 | 3,87698 18,20 61,10
2 42 | 31,6512 | 14,02197 | 2,16364 8,90 70,80

3 14 | 31,9000 | 17,92579 | 4,79087 4,20 59,30

Celkem | 68 | 32,4237 | 14,65189 | 1,77680 4,20 70,80

Treg/Tlymf | 1 12| 6,7283 | 1,81860 | 0,52498 3,25 9,72
2 42 | 19,2460 | 3,41955 | 0,52765 3,16 17,78

3 14| 7,4014 | 2,64858 | 0,70786 3,40 14,29

Celkem | 68 | 8,4219 | 3,19635 | 0,38761 3,16 17,78

Tabulka 7: Popisna statistika zastoupeni bunécnych populaci ve sledovanych statistickych
vybérech. N - pocet méfeni, SD - smérodatnd odchylka, SE - standardni chyba méreni,
Tlymf - T-lymfocyty.

1 - diabetes 1.typu | 2 - zdrava kontrola | 3 - gestacni diabetes

KS Z Sig. KS Z Sig. KS Z Sig.
Tregs 0,567 0,905 0,653 0,788 0,749 0,628
Tlymf 0,579 0,891 0,807 0,533 0,490 0,970
Tregs/Tlymf 0,349 1,000 0,663 0,772 0,548 0,925

Tabulka 8: Kolmogorov-Smirnoviv test shody rozlozeni proménné (bunééné populace) a
normalniho rozdéleni.

Levenova Statistika | dfl | df2 | Sig.
Treg 1,911 2 | 65| 0,156
Tlymf 1,503 2 | 65| 0,230
Treg/Tlymf 2,289 2 | 65 | 0,109

Tabulka 9: Leventv test pro ovéfovani shody rozptylu. Df - stupné volnosti, Sig. - signifikace
potvrzujici/zamitajici nulovou hypotézu.
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Mira Primeérné
variability | df | ¢tverce F Sig.
Treg Mezi skupinami 2,004 | 2 1,002 | 0,818 | 0,446
Uvnitf skupin 79,655 | 65 1,225
Celkem 81,659 | 67
Tlymf Mezi skupinami 160,746 | 2 80,373 | 0,367 | 0,694
Uvnitt skupin 14222669 | 65 218,810
Celkem 14383,414 | 67
Treg/Tlymf | Mezi skupinami 77,518 | 2 38,759 | 4,150 | 0,020
Uvnitt skupin 607,000 | 65 9,338
Celkem 684,517 | 67

Tabulka 10: Testovani shody stfednich hodnot pomoci metody ANOVA. Tabulka je vytvo-
fena v programu SPSS. Df - stupné volnosti, Sig. - signifikace potvrzujici/zamitajici nulovou
hypotézu.

Proménna | (I) skupina | (J) skupina | Mean Difference SE Sig.
(13)

Treg 1 2 -0.30548 | 0.36235 | 1.000
3 0.08167 | 0.43549 | 1.000

2 1 0.30548 | 0.36235 | 1.000

3 0.38714 | 0.34163 | 0.784

3 1 -0.08167 | 0.43549 | 1.000

2 -0.38714 | 0.34163 | 0.784

Tlymf 1 2 4.08714 | 4.84190 | 1.000
3 3.83833 | 5.81924 | 1.000

2 1 -4.08714 | 4.84190 | 1.000

3 -0.24881 | 4.56498 | 1.000

3 1 -3.83833 | 5.81924 | 1.000

2 0.24881 | 4.56498 | 1.000

Treg/Tlymf | 1 2 251762 | 1.00027 | 0.043
3 -0.67310 | 1.20218 | 1.000

2 1 2.51762 | 1.00027 | 0.043

3 1.84452 | 0.94307 | 0.164

3 1 0.67310 | 1.202218 | 1.000

2 -1.84452 | 0.94307 | 0.164

Tabulka 11: Test pro podrobnéjsi porovnani priméra prostfednictvim Bonferroniho me-
tody. Signifikantni hodnota je zvyraznéna. SE - standardni chyba méfeni, Sig. - signifikace
potvrzujici/zamitajici nulovou hypotézu.
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