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Abstrakt

Monocyty patfi mezi komponenty neadaptivni slozky imunitniho sytému. V pribéhu svého
Zivotniho cyklu se mohou diferencovat na dalsi bunécné typy, a to napriklad makrofagy,
dendritické buriky, osteoklasty nebo mikroglie. Jejich aktivita je spojena s fadou signalnich
mechanismu, nejcastéji s expresi povrchovych receptort Toll-like (TLR) anebo produkci
mediator( (IL-6 nebo IL-10). Spusténi téchto drah je podminéno vnéjsim stimulem, jakym
muaze byt i vykyv v hladiné krevni glukdzy. Monocyty reaguji na zménu hladiny glukozy
mnoha zpUsoby, nadprodukci TLRs, prozanétlivych mediatort a adheznich molekul, coz ¢ini
z hypoglykémie i hyperglykémie prozanétlivy stav. Ten zvySuje riziko vzniku patologii, a to
predevsim u jedincl s narusenou schopnosti regulace glykémie — u diabetik(l. Mezi tyto
patologie patfi hlavné kardiovaskularni choroby (CVD). Bunééné a molekularni mechanismy
diskutované v této praci tak umoznuji pochopit, pro¢ pacienty s diabetem ohrozuje vyrazné

vysSi riziko vzniku CVD oproti zdravym nediabetickym jedincim.
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Abstract

Monocytes represent a component of the non-adaptive part of the immune system. During
their life cycle, they can differentiate into other cell types, such as macrophages, dendritic
cells, osteoclasts or microglia. Their activity is associated with a wide variety of signaling
mechanisms, mostly with the expression of cell surface Toll-like receptors (TLR) or
production of mediators (IL-6 or IL-10). Activation of these pathways is mediated by an
external stimulus, which may be a fluctuation in the blood glucose level. Monocytes respond
to changes in glucose levels in many ways, overexpression of TLRs, adhesion molecules and
release of proinflammatory mediators among them, which makes both, hyperglycemia and
hypoglycemia to be proinflammatory states. It increases the risk of pathologies, especially in
subjects with impaired glycemic control — in diabetic patients. These pathologies mainly
include cardiovascular diseases (CVD). Thus, cellular and molecular mechanisms described in
this thesis contribute to understanding why diabetic patients suffer from a significantly

higher CVD risk when compared to healthy non-diabetic subjects.
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1 Uvod

V lidském téle probihd mnoho pro Zivot nepostradatelnych déji — at uZ jde o dychani,
traveni, srdecni rytmus anebo dcinnost imunitniho systému. Pravé imunitni systém,
a predevsim jedna jeho slozka, monocyty, jsou Ustfednim motivem této bakalarské prace.
Jako u kteréhokoli jiného organu ¢i systému v lidském téle je nutné, aby imunitni systém
umél reagovat na zmény vnitfni i vnéjsi, a to jak kratkodobé, tak dlouhodobé. Mezi tyto
zmény muUZe patfit zména vnéjsi i vnitini teploty, zvySena fyzicka zatéZz a v nékterych
pripadech s ni souvisejici nefyziologicka hladina glukdzy v krvi. Ta mize byt bud abnormalné
vysokd (hyperglykémie) anebo naopak pfilis nizkd (hypoglykémie). Tyto stavy jsou pro
imunitni systém varovnym signalem a je treba jeho relevantni odpovéd. Je-li rec
o abnormalni hladiné glukdzy v téle, je dllezité také zminit, ¢im muazZe byt zplsobena. Bylo
poznamenano, Ze mUZe souviset s fyzickou aktivitou, ale také s procesem opacnym, kdy télo
energii dostava — tedy s prijmem potravy. Télo zdravého jedince si s témito situacemi snadno
poradi a glykémie se velmi rychle vrati do normalu. Pokud jsou ale v téle naruseny procesy
udrzujici normalni hladinu glukdzy v krvi, jedna se o patologicky stav. Diabetes mellitus je
jednim z nich.

Diabetes mellitus je souhrnny nazev pro skupinu onemocnéni, jejichz spole¢nym
jmenovatelem je porucha regulace hladiny glukézy v krvi. Nejdiskutovanéjsi
a nejfrekventovanéjsi jsou dva typy: diabetes mellitus prvniho typu (T1D) je fazen mezi
autoimunitni choroby, diabetes mellitus 2. typu (T2D) je charakterizovan jako stav inzulinové
rezistence. PrestoZe dnes existuji spolehlivé metody diagnostiky a terapie tohoto
onemocnéni, ¢imzZ se vyrazné zvysuje kvalita Zivota pacientl, ohromuijici ¢isla o vzrlstajicim
poctu nemocnych Cini z diabetu predmét mnoha vyzkum, jez se zaméruji predevsSim na
prevenci, a to jak choroby samotné, tak i souvisejicich komplikaci. Faktorli podminujicich
vznik diabetu je mnoho, od genetickych az po ty environmentalni, oviem nékteré ziejmeé
stale zUstavaji nepoznané.

Jak ale konkrétné rozdilné hladiny glukdzy v krvi ovliviiuji procesy a bunécné komponenty
imunitniho systému, predevsim monocyty, a to jak u zdravych jedincd, tak i u pacientl

s diabetem? Pravé tato otdzka dala vzniknout tématu této bakaldrské prace.



2 Imunitni systém a monocyty

Monocyty fadime spolu s neutrofilnimi, bazofilnimi a eosinofilnimi granulocyty mezi slozky
bunécné nespecifické (téZz vrozené nebo neadaptivni) imunity. Monocyty vznikaji
z myeloidniho prekurzoru v kostni dfeni a mohou se ddle diferencovat napfiklad
v makrofagy, dendritické buriky nebo osteoklasty. Jejich hlavni roli je rozpoznani patogenu,
nasledné jeho fagocytdéza, produkce prozanétlivych cytokinli, prezentace patogennich
antigend ostatnim slozkdam imunitniho systému (pfedevsim T-lymfocytlim a B-lymfocytim)

a aktivace specifickych reakci imunitni odpovédi.

2.1 Klasifikace monocyt(

Nové vytvorené monocyty koluji v krevnim rtecisti. V pfipadé zanétu dochazi ke zvyseni
produkce monocytli v kostni dfeni, k jejich migraci do mista infekce a diferenciaci na
makrofagy (Vanfurth and Cohn 1968), kde mimo jiné plni funkci antigen prezentujicich bunék

(APC).

Lidské monocyty lze na zakladé odliSné hladiny exprese povrchovych markerli CD14 a CD16
klasifikovat do 3 podskupin na klasické, prechodné a neklasické, viz tabulka ¢. 1

(ziegler-Heitbrock et al. 2010).

Tabulka 1 - Klasifikace lidskych monocyt(

Subtyp monocytl Exprese CD14/CD16 antigend
Klasické CD14"*CD16
Pfechodné CD14*CD16*
Neklasické cDh14*cb16**

Upraveno podle Ziegler-Heitbrock et al. 2010

Marker CD14 je schopen vazat bakteridlni lipopolysacharidy (LPS) (Hailman et al. 1994). CD16

+u

je receptorem pro imunoglobulinovy 1gG Fc fragment (Clarkson and Ory 1988). Symbolem ,,
oznacujeme ten stav, kdy je exprese 10krat vyssi neZz u izotypové kontroly, symbolem ,**“
potom 100krat vyssi expresi markeru oproti kontrole. Klasické monocyty tedy vykazuji velmi
vysokou miru exprese CD14 molekul a nulovou expresi CD16, oproti tomu monocyty

neklasické maji nizsi hladinu exprese CD14 a velmi vysokou hladinu exprese CD16 molekul.



Pfechodné monocyty exprimuji CD14 stejné jako klasické, ale na rozdil od nich se u nich
vyskytuje v nizsi mire i exprese CD16 (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Nejvyssi zastoupeni
v téle maji klasické monocyty — cca 85 %, nejméné naopak pfechodné — pouhych 5 %. Tyto tfi
tridy se dale lisi produkci odlisnych druha cytokinG (napf. IL-6, IL-8, TNF-a) jako odpovédi na
bakterialni LPS (Wong et al. 2012). Klasické monocyty se mohou diferencovat na prechodné
a ty pak pripadné na neklasické. Neklasické monocyty produkuji velmi malo protizanétlivého
interleukinu (IL-10) a naopak velmi mnoho prozanétlivych mediator jako naptiklad tumor
nekrotizujiciho faktoru (TNF) (Frankenberger et al. 1996) a velmi se tak podobaji alveolarnim
makrofaglim (Zieglerheitbrock et al. 1993). Vylucovani prozanétlivych markerd je typické
nejen pro neklasické monocyty, ale i pro prechodné, proto jsou nékdy tyto dvé skupiny
produkce protizanétlivého IL-10 a naopak vyssi produkce prozanétlivych TNF-a a IL-12

(Frankenberger et al. 1996).

2.2 Makrofagy a dendritické bunky

Makrofagy jsou derivaty monocytl a patfi mezi tkanové-rezidentni fagocytické buriky.
Nalezneme je napfiklad v centralni nervové soustavé (mikroglie, meningealni makrofagy,
makrofagy plexus choroideus), v jatrech (Kupfferovy buriky) ¢i sleziné. Jejich hlavni funkci je
fagocytovat cizorodé castice, at uZ patogenni ¢i nepatogenni. Rozpoznani téchto d&astic
probihd pomoci $kdly rlznych receptord, které tyto buriky exprimuji na svém povrhu
a mohou diky nim rozeznavat ligandy pochazejici od patogenu. Citlivost rozpoznavaci reakce
je dédna predevsim diky Toll-like receptoriim (TLRs) na plazmatické membrané ¢i na
cytosolickém vakuolarnim kompartmentu. Rozpoznani v cytoplazmé vsak mulZe byt
zprostfedkovdno také pomoci NOD-like receptord (z anglického nucleotide oligomerization
domain-like receptors, NLR) nebo receptorli rodiny RLR (z anglického RIG-I-helicase
receptors). Makrofadgy mohou mit jak prozdnétlivé, tak i protizdnétlivé ucinky a Ucastni se tak
prabéhu celé zanétlivé reakce vcetné jejiho ukonceni. Jsou také zprostredkovateli

komunikace mezi nespecifickou a specifickou slozkou imunitniho systému.

Dendritické bunky (DCs), dalSi mozné derivaty monocytl, zajiStuji prezentaci antigenu
T-lymfocytiim v lymfatickych tkdnich. Lze je rozdélit to tfi podtypl — plasmacytoidni, které se

nachazeji v nezralém stavu v krevnim recisti a teprve kontakt s antigenem se stava signalem



k jejich maturaci, a 2 podtypy myeloidnich DCs. Plasmacytoidni bunky vykazuji velkou
produkci interferonu typu | v misté zanétu (Cella et al. 1999) a jejich odliSnost byla uréena na
zakladé exprese markeru CD303. Myeloidni DCs maji spole¢ny puvod z progenitorové burky
myeloidni linie a pfimo souvisi s monocyty. Podtypy myeloidnich DCs rozliSujeme na zakladé
produkce 2 markerd - CD1c* DCs, u kterych miZeme nalézt expresi specifickych druht
prozanétlivych chemokint (Penna et al. 2002), a CD141* DCs, které patfi mezi hlavni

producenty interferonu B (IFN-B) (Ziegler-Heitbrock et al. 2010).

2.3 Toll-like a jiné receptory

Receptory pro rozpoznavani patogennich Castic (PRRs) patfi mezi dulezitou komponentu
imunitniho systému. Nejvyznamnéjsi z nich jsou u nespecifické slozky imunitniho systému
Toll-like receptory, pojmenované podle Toll receptorli Drosophily, kde navic hraji roli
v ur¢ovani dorzoventrdlni polarity embrya (Hashimoto et al. 1988). UmozZnuji rozpoznani
nejriznéjsich exogennich i endogennich molekul na povrchu patogen( (Roach et al. 2005),
tzv. PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) a ndsledné spusténi specifickych
imunitnich odpovédi. TLRs jsou transmembranové proteiny majici extracelularni N-konec
bohaty na aminokyselinu leucin (LRR) a C-konec orientovany do cytoplazmy obsahujici
Toll-IL1-receptorovou (TIR) doménu (Medzhitov et al. 1997). Na svém povrchu jsou schopny
vazat nejriznéjsi typy molekul, napriklad bakteridlni lipopolysacharidy, peptidoglykan ci
lipoproteiny, dale obalové proteiny virli nebo GPI kotvy na membranach nékterych prvoku
(shrnuto v Uematsu a Akira 2006). Rodina TLRs ma v soucasné dobé 13 savcich clen(.
Rozlisuji se podle toho, jaké vazi molekuly a jak na takovy stimul reaguji. Rozdéleni podle
schopnosti vazat urcité patogenni struktury jednotlivych TLRs ukazuje tabulka ¢. 2 (Uematsu

and Akira 2006).



Tabulka 2 — Rozdéleni ¢lent savcich TLRs

TLRs Typ ligandu
TLR1 Bakteridlni triacyl lipopeptidy
TLR2 Peptidoglykany, atypické lipopolysacharidy bakterii, zymosan hub,
obalové proteiny virQ
TLR3 Virovéa dsRNA
TLR4 Bakteridlni lipopolysacharidy
TLR5 Bakteridlni flagellin
TLR6 Bakteridlni diacyl lipopeptidy
TLR7/TLR8 Virova ssRNA
TLR9 CpG DNA, hemozoin prvoki
TLR11 Komponenty uropatogennich bakterii, profilin-like molekula
prvok
TLR12 Profilin-like molekula prvokd (Koblansky et al. 2013)
TLR13 Ligand neznamy (obrana proti virim zpUsobujicim vezikularni

stomatitidu) (Shi et al. 2011)

Upraveno podle Uematsu and Akira 2006, Koblansky et al. 2013, Shi et al. 2011

TLRs nalezneme jak na plazmatické membrané monocytl, tak i na membranach jejich
endozom. DilleZitou komponentou TLRs je jiz zmifiovand cytosolickd TIR doména, kterd po
vazbé mikrobidlniho antigenu spousti dimerizaci receptorl a homotypickou asociaci TIR
domény s adaptorovym proteinem MyD88. MyD88 dale aktivuje receptorovou kindzu IL-1
(IRAK-1), kterd nasledné fosforyluje protein TRAF6. TRAF6 oznacduje ubiquitinem TAK1
kinazu, kterd poté fosforyluje IKK-B kinazu, ¢imz dojde k fosforylaci I-kB. I-kB je inhibitorem
nuklearniho faktoru NF-kB a fosforylace zplsobuje jeho degradaci, takze NF-kB mUzZe volné
vstupovat do jadra a spoustét transkripci prozanétlivych cytokinl. Tato draha je shodna pro
vSechny tfidy TLRs kromé TLR3, kde je adaptorovym proteinem TRIF. Ten aktivuje TBK1 a IKKi
kindzy fosforylujici IRF3 faktor, ktery tak mizZe prostoupit do jadra a spoustét transkripci

IFN-B. TRIF ale mUZe také aktivovat protein RIP1 a ten ndsledné TAK1 kindzu. Tim dojde



k propojeni obou drah a spusténi NF-kB signalizace. Schéma této signalizace je znazornéno

na obrazku 1.
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Obrdzek 1 — Schéma signalizace pres TLRs. Zpracovdno podle Uematsu and Akira 2006

DalSimi PRRs bunék imunitniho systému jsou NOD-like receptory. Na rozdil od TLRs se
nachazeji pouze v intracelularnim prostredi, kde rozpoznavaji peptidoglykan a jemu podobné
mikrobidlni molekuly. Skladaji se z nékolika domén — NOD domény, ktera je konzervovana
pro vSechny typy NLRs, LRRs domény a CARD domény. Nejvyznamnéjsimi typy jsou NOD1
a NOD2, pficemzZ oba dva vedou ke spusténi NF-kB a MAP kindazové drahy a nasledné
produkci prozanétlivych cytokinli. DalSi moznou odpovédi pres NLRs mulze byt tvorba
tzv. inflamazému, cytoplazmatického proteinového komplexu, kde hraje dulezitou roli
predevsim aktivace kaspazy 1. Kaspdza 1 nasledné stépi rlizné prekurzory prozanétlivych
interleukinG (napt. pro-IL-1B na IL-1B). Tyto receptory Ucastnici se tvorby inflamazému pak

také navic obsahuiji jesté pyrinovou doménu.



2.4 Mediatory imunitniho systému

Mezi hlavni mediatory imunitniho systému patfi cytokiny. Obecné se jedna o dulezité
signalni peptidy, které zprostiedkovavaji imunitni bunécnou odpovéd. K jejich klasifikaci Ize
pouzit nékolik kritérii, pro potieby této bakalarské prace je ale dllezité rozdéleni na
prozanétlivé a protizanétlivé. Mezi prozanétlivé radime nékteré interleukiny (napft. IL-1, IL-6,
IL-12), TNF-a (Wang et al. 2015) a IFN-y, kprotizanétlivym pak patfi IL-4, IL-10
a transformujici rastovy faktor B (TGF-B) (Elenkov and Chrousos 2002).

Signalizacni mechanismus cytokin zadina vazbou na pfislusny cytokinovy receptor
sestavajici obvykle ze dvou aZ tfi podjednotek. Jedna z podjednotek zajiStuje vazbu
specifického cytokinu, ostatni jsou zodpovédné za prenos signalu dale do buriky. Cytokinové
receptory funguji jako tyrosinkindzové receptory a aktivuji kindzy rodiny JAK ¢i transkrip¢ni
faktor tfidy STAT. Signalizace tak muUZe byt snadno regulovana pomoci fosfatdz, prikladem

muzZe byt tyrosin fosfataza hematopoetické bunky (lhle 1995).

Rozpustnym mediatorem bunék imunitniho systému je i oxid dusnaty (NO). Zminuji ho zde
predevSim v souvislosti s T1D, protoZze pravé NO spolu s dalSimi medidtory imunitniho
systému (IL-18 a TNF-a) zplsobuje destrukci B bunék pankreatu produkujicich inzulin
s naslednou manifestaci inzulin-dependentniho typu diabetu (Hirasawa et al. 1997). DalSim
mediatorem predevsim makrofagl jsou reaktivni formy kysliku (ROS) a to hlavné
superoxidovy radikdl. Tvofi se v prlbéhu oxidativniho vzplanuti makrofagli po pohlceni
néjaké patogenni ¢astice a ma za ukol zahubeni patogenu (Brehm et al. 1996). Vznika diky
aktivité enzymu NADPH-oxidazy, ktera katalyzuje prenos elektronu na kyslik za vzniku Oy".
ROS plsobi na nejrlznéjsi bunécné struktury od membranovych lipid(, pres proteiny
a enzymy az k nukleovym kyselinam. ZpUsobuiji jejich strukturni zmény, predevsim oxidaci
a glykaci, vedouci k poskozeni molekul a bunék jako takovych. Tyto zmény pak v konecném

dlsledku vyusti v destrukci a zanik bunék.

2.5 Zanét

Zanét je systémova odpovéd organismu na Skodlivy stimul zokoli, mGZe se jednat
o napadeni patogenem Ci poskozeni tkané, které mulZe souviset i s nefyziologickymi

hladinami glukézy v krvi. Témto souvislostem vsak bude vénovana pozornost pozdéji. Cilem



zanétu je predevsim ochrana poskozené tkané proti mozné infekci a snaha o zachovani
integrity organismu. Obecné lze zadnét charakterizovat ctyfmi typickymi symptomy —

zCervenani, otok, teplota, bolestivost.

Pro zadnétlivou odpovéd je typicky nardst poctu leukocytl, jejich zvySenad adheze na cévni
endotel a prostup do mista zanétu (diapedéza). S tim souvisi i zvySena exprese adheznich
molekul, L-selektinu na leukocytech a trombocytech a P-selektinu a E-selektinu na
endotelidlnich bunkach. Leukocyt je v cévach nejprve zpomalen pomoci selektint (rolovani)
a nasledné dochazi kvazbé leukocytu na endotel. ,Lakani“ neutrofilnich granulocytl
a ostatnich leukocyti do mista zanétu je zprostiedkovano pomoci prozanétlivych cytokin(
IL-1B8, TNF-a a IFN-y, které jsou produkovany makrofagy po pohlceni antigenu. DalSimi
molekulami exprimovanymi endotelidlnimi bufikami jsou cévni bunécna adhezni molekula-1
(VCAM-1), endotelialni leukocytarni adhezni molekula-1 (ELAM-1) a intracelularni adhezni
molekula-1 (ICAM-1). ICAM-1 slouzi jako ligand pro leukocytarni integriny, mezi néz patfi
CD11b, CD62L (Cottam et al. 2002) nebo CD66b (de Vries et al. 2015). V této fazi se uplatiuji
i dalsi leukocytarni povrchové molekuly, mezi nimi CD14 nebo CD16 (Horvath et al. 2015).
Endotelidlni burniky ovSem neprodukuji pouze adhezni molekuly, produkuji také
chemoatraktanty pfitahujici rolujici monocyty. K nim patfi monocytarni chemoatraktantni
protein-1 (MCP-1) a IL-8 (Gerszten et al. 1999). Exprese E-selektinu je podminéna hlavné
pUsobenim prozanétlivych mediatord, predevsim IL-1 a TNF-a, inhibovana mlzZe byt u¢inkem

TGF-B.

Po prostupu cévni sténou dochazi k degranulaci granulocytd a diferenciaci monocytli na
makrofagy, které dale prezentuji antigeny T-lymfocytim a podileji se na vycisténi mista
zanétu fagocytozou. T-lymfocyty, které dostanou stimul od makrofagl, zacinaji produkovat
dalsi cytokiny, zejména IFN-y, pod jehoZ vlivem dochdzi kplné aktivaci makrofagu.
T-lymfocyty mohou také dale stimulovat B-lymfocyty k produkci protilatek proti cizorodému
patogenu. Béhem zdanétlivé reakce dochazi k produkci proteinl akutni faze, které se za
normalniho stavu v séru nevyskytuji nebo se vyskytuji ve vyrazné mensi mire. Nejznaméjsi
z nich, ktery se taktéz vyuziva v diagnostice zanétlivych onemocnéni, jakym je napfiklad
i diabetes je C-reaktivni protein (CRP). Objeveny byl vroce 1930 a ndzev ziskal diky své

interakci s pneumokokalnim C-polysacharidem (Tillett and Francis 1930).



Mezi signdlni mechanismy zanétlivé reakce patii predevsim aktivace protein kindzy C (PKC),
mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK) a aktivace NF-kB a stim souvisejici zvyseni
hladiny transkripce prozanétlivych cytokinG. DalSim markerem zdnétu muze byt vyssi
produkce ROS, predevsim Oy, jako snaha o zniceni patogenniho mikroorganismu. ROS jsou
produkovany zejména aktivovanymi makrofagy a neutrofilnimi granulocyty, tedy
profesionalnimi fagocyty, které se timto podileji na aktivni obrané organismu. DulezZitou roli
ale také hraji béhem ukonceni zanétu, kdy je potfeba tkan vycistit a pfipadné zahdjit jeji

remodelaci.

Béhem ukoncovani zanétlivé odpovédi tedy dochazi k cisténi mista zanétu fagocyty —
fagocytéze apoptotickych bunék, dale k presmérovani drah syntézy prozanétlivych
mediator(, pfesmérovani drah syntézy prozanétlivych cytokini na protizanétlivé a celkova

regenerace poskozené tkané, napriklad angiogeneze.

Na tomto misté je duleZité zminit i aterosklerdzu, zanétlivé onemocnéni patfici mezi nemoci
kardiovaskuldrniho systému (CVD). Jednim z rizikovych faktor( jejiho vzniku je totiz diabetes
(Kannel and McGee 1979), jehoz vliv na propuknuti CVD bude jesté vysvétlen. Podstatné je,
Ze aterosklerdza vznika postupné. Stimulem muze byt napfiklad poskozeni cévniho endotelu,
jez vyvola lokalni zanétlivou odpovéd a do mista zanétu jsou rekrutovany imunitni buriky —
monocyty. Dochazi kjejich adhezi na endotelové bunky diky adheznim molekuldm. Po
pruniku endotelem diferencuji v makrofagy, které se pohlcovadnim lipidovych ¢astic méni na
pénové bunky, zaroven produkuji dalsi prozanétlivé mediatory rekrutujici do mista dalsi
bunky imunitniho systému a také trombocyty (Funk et al. 1993). Akumulaci bunék
a lipidovych castic dochazi k tvorbé aterosklerotickych plakd ve sténé cévy a jejimu zuzeni,

které v krajnich pripadech mlze vyustit az v Uplné ucpdni dané cévy.



3 Metabolismus glukdzy a diabetes mellitus

Glukéza je patrné jednim znejznaméjsSich a také nejdllezitéjSich monosacharidl jak
v Zzivocisné, tak v rostlinné fisi. Pfedstavuje palivo pro organismus a je potfeba pro spravné
fungovani télnich bunék — a to i pro burky imunitniho systému. Zarovern muze byt duleZita
i jako signdlni molekula a poukazovat na zmény ¢i defekty metabolismu daného organismu i
bunécného typu. Napfiklad pro lidsky mozek je nejvyznamnéjSi energetickym zdrojem
a poruchy metabolismu glukézy v mozku vedou k fatalnim dysfunkcim nervového systému,
jakou je napfiklad Alzheimerova choroba (Mosconi et al. 2008). Poruchou regulacnich

procesl hladiny glukozy v krvi je pak typicka dalsi zavazna choroba — diabetes mellitus.

Diabetes mellitus je nazev pro skupinu onemocnéni, ktera se vyznacuji predevsim zvysenim
inzulinu produkovaného B-burikami Langerhansovych ostriivkd slinivky bfiSni a jedna se
o autoimunitni onemocnéni, nebo muize byt zplsobeno sniZzenou citlivosti télnich bunék na

tento hormon v pripadé neautoimunitniho typu cukrovky.

3.1 Odbouravani a syntéza glukdzy

Zasoby glukdzy jsou v lidském téle ulozeny ve formé glykogenu, ktery vznika glykogenezi a to
predevsim ve svalech a vjatrech. Pfi nedostatku glukdzy vkrvi (naptiklad pfi zvysené
namaze) se v jatrech aktivuje glykogenolyza neboli rozklad glykogenu na molekuly glukdzy
a ty jsou pak uvolfiovany do krve. Ve svalu pfi zvySené namaze také dochazi k nastartovani
glykogenolyzy, ale i ke spusténi glykolyzy, coz vede k tvorbé pyruvatu a nasledné molekul

ATP, které sval pro praci potiebuje.

3.2 Langerhansovy ostrivky pankreatu

Slinivka bfisni hraje daleZitou Ulohu nejen v regulaci hladiny glykémie, ale podili se také na
celkové homeostaze téla a traveni. Jeji funkce jsou jak endokrinni, tak i exokrinni. Exokrinni
¢ast produkuje pankreatickou $tavu obsahujici dllezité travici enzymy, jako jsou naptiklad
lipazy, protedzy a amylazy, kdezto endokrinni ¢ast tvorena pravé bunkami Langerhansovych

ostravkl produkuje hormony inzulin (B-bunky), glukagon (a-burky), somatostatin (6-burnky)
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a pankreaticky polypeptid (F burky). Ostravk( nalezneme u zdravého dospélého Clovéka

zhruba 1 milion a dohromady obsahuiji asi 3000 endokrinnich bunék.

3.2.1 Regulace hladiny glukdzy v krvi

UdrZovani konstantni glykémie je uloha dvou pankreatickych enzymd - inzulinu a glukagonu.
Po jidle se glykémie zacina zvySovat a v pankreatickych B-bunkach dochazi k uvolfovani
inzulinu do krve. Ten vjatrech spousti glykolyzu a glykogenezi a naopak potlacuje
glukoneogenezi, ¢imZ zajistuje snizeni hladiny plazmatické glukézy. Na molekuldrni Urovni
jde o to, Ze se po navazani inzulinu na pfislusny bunécény receptor spusti exprese genl pro
glukézové transportéry, aby mohla glukdza vstupovat do bunék. Takovéto typy transportér(
se mimo jiné nachazi i na burikach imunitniho systému — konkrétné na monocytech se jedna
o transportéry GLUT1, GLUT3 a GLUT4 (Dimitriadis et al. 2005). Naproti tomu glukagon je
uvoliovany z a-bunék pankreatu pfi nizké glykémii, nebo po stimulaci bilkovinami z potravy,
a jeho ucinky jsou predevsim aktivace glykogenolyzy vjatrech a glukoneogeneze

z aminokyselin, laktatu a glycerolu.

3.3 T1D

Diabetes mellitus prvniho typu je autoimunitni onemocnéni zplsobené selektivni destrukci
B-bunék Langerhansovych ostrlvkd pankreatu imunitnim systémem. Vliv na vznik
onemocnéni maji jak genetické, tak environmentalni faktory, a u jednotlivych pacientd je
tézké urcit presnou kombinaci faktoru, které u néj vedly k propuknuti choroby. Autoimunitni
reakce vede v konec¢ném dlsledku k totalnimu zniceni vSech inzulin produkujicich bunék

autoreaktivnimi T-lymfocyty.

K terapii je vyuZivana substitucni 1é¢ba pomoci inzulinu. Ten je podavan injekéné pod kazi
pacienta bud pomoci inzulinového pera, nebo poloautomaticky pomoci inzulinové pumpy
(nékdy oznacované za umélou slinivku). Pro eliminaci vSech pfipadnych komplikaci je oviem
zapotrebi, aby pacient dodrZoval i vhodnou Zivotospravu v podobé sprdavné diety a fyzické
aktivity, po které je tfeba vZdy doplnit sacharidy nebo snizit davku inzulinu. Zaroven je také
dllezité sledovat glykémii pomoci glukometru. DalS$i moZnou Iécbou je samoziejmé
i transplantace pankreatu, u které je vsSak treba pocitat s naslednou nutnosti aplikace

imunosupresiv, coZ je znacna nevyhoda. Nynéjsi vyzkumy se zabyvaji pfedevSim moznosti
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preprogramovani urcitych bunécnych linii, jako napfiklad pankreatické exokrinni bunky
AR42J, na inzulin-produkujici bunky (Koblas et al. 2016). Vyhodou takovéto Iécby je fakt, Ze
vyuZivana tkan by byla pacientova vlastni, odpadly by tedy problémy simunosupresivni

|écbou.
3.3.1 Role nespecifické slozky imunitniho systému pfi vzniku T1D

Kromé autoreaktivnich T-lymfocytd se na destrukci B-bunék pankreatu podili i nékteré burky
nespecifické slozky imunitniho systému. Na mysSim modelu (NOD mysi) bylo prokazano, ze
aktivované T-lymfocyty mohou diky produkci IFN-y a TNF-a aktivovat makrofagy a lakat je do
mista zanétu — tedy do pankreatu. Tyto aktivované makrofagy pak produkuji prozanétlivé
cytokiny, hlavné TNF-a a IL-1B, chemokiny CCL3, CCL4, CCL6 a také NO. Na jejich povrchu pak
byla patrna také zvysena exprese chemokinovych receptor(i (Cantor and Haskins 2007).
Hlavné produkce NO je z hlediska vyvoje onemocnéni podstatnd, protoze pfispiva k zaniku
B-bunék. Zaroven je NO také produkovan samotnymi B-burikami pod vlivem IL-1B, coZz ma za

nasledek snizenou inzulinovou sekreci a ndslednou smrt téchto bunék (Corbett et al. 1992).

3.3.2 Genetika T1D

Geneticka predispozice pro vznik autoimunitni reakce vedouci krozvoji T1D je dana
kombinaci alel hlavniho histokompatibilniho komplexu (u clovéka Human Leukocyte
Antigen — HLA) Il. tfidy, ale vliv maji i non-HLA geny. Celkovy odhadovany pocet genl
asociovanych s T1D v soucasné dobé prevysuje 400, Jin et al. (2014) jich nasli 454, z toho 112
velmi rizikovych (Jin et al. 2014). Riziko vzniku diabetu u sourozence diabetického probanda
je mnohem vyssi oproti probandu bez vyskytu T1D v rodiné (cca 6 % oproti 0,4 %) (Tillil and
Kobberling 1987).

HLA molekuly II. tfidy se nachazeji na bunéfném povrchu antigen prezentujicich bunék
a prezentuji antigeny CD4* T-lymfocytdm. Tolerance T-lymfocytd k antigenlm vlastniho téla
(autoantigenim) je dana selekci autoreaktivnich lymfocytd béhem jejich raného vyvoje
v thymu (brzliku). Geny pro HLA se nachdazeji na kratkém raménku 6. chromozému v oblasti
6p21 a obsahuji oblasti kddujici rizné alelické formy, pficemz pro vznik diabetu jsou klicové
predevsim DR, DQ a DP. Produkty téchto genl tvofi heterodimery, kazdy heterodimer je

tvoren a a B glykopeptidovymi retézci ukotvenymi v plazmatické membrané (Salamon et al.
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1999). DR i DQ alely se mohou vyskytovat jak ve formé, ktera je rizikova pro vznik diabetes
mellitus 1. typu, tak ve formé sdominantné protektivnim uc¢inkem. NejrizikovéjSim
haplotypem je DRB1*0405-DQA1*0301-DQB1*0302, pficemz kriticky je predevsim haplotyp
alely DQB1*0302 (Erlich et al. 2008). Vliv na protektivitu ¢i nachylnost k onemocnéni ma také
interakce dvou alel, a to DRB1 a DQB1. Mezi protektivni haplotypy pak patfi
DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303 ¢i DRB1*1401-DQA1*0101-DQB1*0503 (Erlich et al.
2008).

Mezi non-HLA geny podminujici vznik diabetu se radi také gen pro a rfetézec receptoru
interleukinu-2 (IL-2Ra, téZ CD25), jehoZ transkripcnim faktorem je FOXP3. Receptor IL-2 je
vyznamny v bunécné signalizaci béhem vyvoje a diferenciace ranych thymocytd (Willerford
et al. 1995). Vyskytuje se na povrchu regulacnich T-lymfocytd (CD4*CD25*). CD25 vdie
molekuly IL-2, které jsou rUstovymi faktory T-lymfocytd a tim inhibuji jejich aktivaci.
V souvislosti se zvySenym rizikem vzniku onemocnéni byly zkoumany predevSim dva
jednonukleotidové polymorfismy (SNP) v genu pro IL-2Ra, a to rs706778 a rs3118470
(Qu et al. 2007). Spojitost se vznikem diabetu ma také gen CTLA-4 CD4*CD25* lymfocytd,

hrajici opét roli v negativni regulaci T-lymfocytl (Momin et al. 2009).

DalSim non-HLA genem, jehoz nékteré varianty byly vyhodnoceny jako rizikové pro vznik
T1D, je gen INS koédujici inzulin. V promotorové oblasti tohoto genu se nachazi variabilni
mnozstvi tandemovych nukleotidovych repetic (VNTR). Produkce inzulinu v meduldrnich
epitelidlnich bunkach a dendritickych burnkach thymu je pod vlivem transkripéniho faktoru
AIRE a je dulezita pro selekci autoreaktivnich lymfocyt(i. V dfefiové oblasti thymu tedy
dochazi k negativni selekci téch lymfocytl, které by na inzulin reagovaly. Délka VNTR oblasti
v promotoru dand poctem opakovani motivu pak ovliviiuje hladinu exprese inzulinu, pficemz
jedinci s kratSimi formami alel jsou vice nachylni ke vzniku T1D, naopak jedinci s delSimi
VNTR produkuji vétsi mnozstvi transkriptu a jsou vice rezistentni k chorobé (Pugliese et al.

1997).

3.3.3 Environmentalni faktory T1D

K nastartovani autoimunitni reakce muzZe dojit po prodélani nékterych onemocnéni,
napriklad virovych infekci. Viry spojované se vznikem diabetu jsou napfiklad viry pfiusnic

(Khakpour and Nikakhtar 1975), zardének (Forrest et al. 1971), cytomegaloviry (Pak et al.
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1988) nebo virus Epstein-Barrové (Chikazawa et al. 1985). Faktorem prostiedi muize byt
i prijem proteinu kravského mléka (CMP) béhem détstvi. Pfijem CMP ma pozitivni vliv
na nastartovani T1D, ale riziko je vyrazné vyssi u jedincd s rizikovym haplotypem HLA-DR
(Lamb et al. 2015). Zajimavosti také je, Ze CMP mUZe zvysovat expresi HLA-DR v epitelidlnich
bunkach stfevni sliznice a to zejména v prabéhu stievni infekce, ¢imz zfejmé napomdha ke

spusténi bunécné imunitni odpovédi (Chung et al. 2003).

3.4 T2D

Diabetes mellitus druhého typu lze charakterizovat jako poruchu metabolismu sacharidd
zplUsobenou zvysenym mnozstvim hladiny inzulinu v krvi a nasledné vzniku inzulinové
rezistence (Nolan et al. 2011). Jednd se o onemocnéni s primérnym vékem manifestace nad
40 let, nejvic rizikova je skupina 55+ let (prevalence 16,39%). OhroZenéjsi jsou zaroven
jedinci Zenského pohlavi a také osoby se zvy$enym body mass indexem (nad 25 kg/m?)
(Liu et al. 2016). V dnesni dobé jim vsak trpi i mnoho mladych lidi. Vzristajici incidence byva
Casto pficitana Spatnym stravovacim ndvyk(m (pfedevSim nadmérné konzumaci sladkych
potravin a napojui) a nedostatku pohybu (Helmrich et al. 1991). To dokazuje i studie
zabyvajici se pozitivnim vlivem nizkokalorické diety u pacientd s diagnostikovanym T2D na

produkci inzulinu (Lim et al. 2011).

3.4.1 Genetika T2D

Ve vice nez 90 % pfipadu se jednd o polygenné dédénou chorobu, v mensi mife mize byt
dédéna i monogenné, jako je tomu napriklad u takzvanych MODY (maturity onset diabetes
of the young) typu (Tattersall and Fajans 1975). Vyzkum v oblasti genetiky T2D odhalil
kandidatni geny pro vznik tohoto onemocnéni. Do roku 2006 byly zndmé pouze 3 takovéto
geny, a to PPARy (Altshuler et al. 2000), KCNJ11/ABCC8 (Gloyn et al. 2003) a TCF7L2 (Grant
et al. 2006) (shrnuto v Kato 2013). V roce 2013 jich bylo jiz priblizné 70, mezi nimi geny FTO
nebo CDKAL1 (Kato 2013).

3.4.2 Environmentalni faktory T2D

Jak jiz bylo zminéno, T2D se velmi ¢asto vyskytuje spolec¢né s obezitou ¢i zvySenym télesnym
tukem. Mezi hlavni environmentalni rizikové faktory fadime predevsim nezdravé stravovani

bohaté na tuky a sacharidy a sedavy zpUsob Zivota. T2D se c¢asto vyskytuje u pacientu
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s tzv. metabolickym syndromem zahrnujicim dysfunkci regulace glukdzy Ci pfimo inzulinovou
rezistenci, zvyseny krevni tlak, zvyseni triglyceridl v krevni plazmé, obezitu

a mikroalbuminurii (Alberti et al. 1998).

3.5 Ostatni typy diabetu

Kromé zdakladnich dvou typl se vyskytuji méné casto i dalSi formy diabetu. Napfiklad
gestacni diabetes, ktery je definovdan jako karbohydratova intolerance vedouci
k hyperglykémii s nastupem ¢i prvni manifestaci béhem téhotenstvi (Alberti et al. 1998).
DalSi méné casty typ vyznacujici se zejména pomalym ndastupem a vyskytujici se u dospélych
jedincl je latentni autoimunitni diabetes dospélych (LADA), ¢asto fazen k T1D predevsim
kvlli autoimunitni reakci vedouci ke spusténi onemocnéni a také pro pritomnost stejnych

rizikovych alel HLA, napfiklad DQB1*0302 (Cervin et al. 2008).

3.6 Komplikace diabetu

Mezi nejcastéjsi akutni komplikace spojené s diabetem patti hypoglykémie a hyperglykémie.
U nelécenych diabetik( vznikaji poruchou regulacnich mechanismi glykémie, u lécenych
pacientl pak vétSinou neodhadnutim spravné davky inzulinu vzhledem k ptijmu sacharidd
a pohybu. Tyto akutni komplikace jsou pri¢inou mnohem zavaznéjsich probléma, napriklad
kardiovaskuldrnich onemocnéni (Kannel and McGee 1979), chronickych onemocnéni ledvin
nebo diabetické retinopatie (Parving et al. 1988). Normoglykémie, nebo téz euglykémie, se
pohybuje u zdravého ¢lovéka kolem 5 mmol/l. Hranice mezi euglykémii a hypo- nebo
hyperglykémii se zdroj od zdroje lisi, nejcastéji je za hypoglykémii povazovana glykémie
pod 4 mmol/l. Za hyperglykémii se vétsinou oznacuje stav, kdy je glykémie vyssi nez

10 mmol/I.
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4 Hyperglykémie

Mezi projevy pocinajiciho neléceného diabetu, at T1D nebo T2D, patti hyperglykémie. U T1D
je tento jev zpuUsoben snizujici se produkci inzulinu v disledku poklesu poctu bunék jej
produkujicich, u T2D je pficina v poruse téchto bunék zplisobené naopak jejich prfedchozi
nadmérnou produkci inzulinu vduasledku pocinajici inzulinové rezistence. U lécenych
diabetik(l k ni dochazi pfi Spatné zvolené |écbé a nedodrzovani zakladnich pravidel a vede
k rdznym patofyziologickym stavim, jak jiz bylo zminéno v kapitole o diabetu. Béhem
hyperglykémie je organismus vystaven abnormalnimu mnozZstvi glukdzy a zacne na tento
stav reagovat. Jednou z téchto reakci mdze byt i nastartovani imunitni odpovédi a stimulace
bunék imunitniho systému. Aktivace monocytli pak dale vede ke spusténi specifickych

signalizacnich drah a specifické odpovédi jak na molekularni, tak na bunécné urovni.

4.1 Exprese adheznich molekul

Rada studii se zabyvala vlivem hyperglykémie na UGroveR exprese leukocytérnich
i endotelidlnich adheznich molekul. Napfiklad Altannavch et al. (2004) prokazali in vitro vyssi
spontanni expresi ELAM-1, ICAM-1 a VCAM-1 skrz aktivaci PKC v lidskych endotelidlnich
bunkach ziskanych zpupecnikové Zily (HUVEC) béhem kratkodobé hyperglykémie
(v fadu hodin). Vyrazné vyssich hodnot v poctu bunék produkujicich adhezni molekuly bylo
dosazeno, kdyz byly buriky zaroven stimulovany TNF-a, ¢imZ byl simulovan zanétlivy stav
(Altannavch et al. 2004). Stejnych vysledk(l ohledné vyssi exprese VCAM-1 béhem kratce
trvajici hyperglykémie dosahli i Piga et al. (2007) spolu s 3krat vy3si expresi MCP-1, pracovali
s lidskymi endotelialnimi burnikami aorty (HAECs). Zaroven doslo ke zvyseni produkce ROS
vedouci k aktivaci NF-kB a expresi VCAM-1 a MCP-1. Po pfidani PDTC, inhibitoru NF-kB,
nebyla zaznamenana Zadna pritomnost mMRNA pro VCAM-1 ani pro MCP-1. Na obrazku 2 je
znazornéna mira vazebné aktivity NF-kB, ktera byla u HAECs béhem hyperglykémie trvajici

12 hodin zhruba 2,5krat vyssi nez u kontrolnich bunék (Piga et al. 2007).
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Obrdzek 2 — Vliv hyperglykémie (Cerny sloupec) na aktivaci NF-kB. Prevzato z Piga et al. 2007

Vsechny vyse zminéné mechanismy byly studovdny s ohledem na zvySené riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni, které se ukazalo byt vyrazné vyssi u pacientQ
s diagnostikovanym diabetem; u muza riziko vzrostlo pfiblizné dvojnasobné a u diabetickych
Zen aZ trojnasobné oproti nediabetickym kontroldm (Kannel and McGee 1979). Vétsina studii
se zabyva korelaci mezi vznikem CVD a diagnostikovanym T2D. DalSim faktorem, ktery mlze
hrat roli v aktivaci leukocytd a nasledném vzniku CVD, je kombinovana familiarni
hyperlipidémie (FCH), ¢asto v koincidenci s T2D (Veerkamp et al. 2005). U pacientl s T2D byl
béhem hyperglykémie vyrazné vyssSi pocet monocytdrnich adheznich molekul CD11b
a neutrofilnich CD66b, u pacientd s FCH byl pocet mensi, ovsem nikoli ve srovnani se
zdravymi kontrolami, oproti kterym byl stale vyrazné vyssi (de Vries et al. 2015). DalSimi
povrchovymi markery, jejichz zvySeny pocet lze u T2D pacientll zaznamenat i béhem
euglykémie, jsou podle Fogelstrand et al. (2004) monocytarni CD14 a CD18. Jejich nar(st byl
pozorovan u Zen sT2D, a kromé CD14 a CD18 byla patrna i vyssi exprese dalSich
prozanétlivych molekul a mediatort, napfiklad CRP, VCAM-1, E-selektinu a IL-6 (Fogelstrand
et al. 2004). | studie in vivo na potkanich nediabetickych modelech potvrdily zvySenou adhezi
leukocytl na cévni endotel béhem kratkodobé hyperglykémie, konkrétné u endotelovych
bunék aorty (Otsuka et al. 2005). UZ jenom samotné zvySeni poctu zanétlivych molekul
a leukocytl jako takovych v téle diabetickych pacientd béhem euglykémie zvySuje riziko
vzniku CVD, oviem pusobenim hyperglykémie se toto riziko jeSté dale nasobi, jak Ize vyvodit

z vysledkl popsanych studii.
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4.2 Exprese TLRs

Vliv zanétlivych mechanismd v patogenezi T2D je dobfe znam, v poslednich letech byl
prokazan i u T1D (Brauner et al. 2014). S tim souvisi i navySeni monocytarni aktivity, které
muzZe byt manifestovano rlznymi zplsoby. Tato podkapitola se bude zabyvat konkrétné
expresi specifickych receptorl na povrchu monocytl a jejich derivat(. Nadprodukce TLRs
u diabetickych mysi jiz byla prokdazana Mohammad et al. (2006), pro tento vyzkum byly jako
zvifeci model T1D pouzity neobézni diabetické (NOD) mysi a jako kontrola slouzily mysi
k diabetu rezistentni (NOR). Z jejich kostni dfené byly vyizolovany myeloidni progenitorové
buriky, které byly stimulovany k diferenciaci na makrofagy. Abnormalni exprese TLR2 a TLR4
na makrofazich béhem hyperglykémie byla zaznamendna jak u prediabetickych 6 tydnu
starych mysi, tak predevsim u diabetickych NOD mysi starych 16-20 tydnd. U kontrolnich
NOR mysi tento trend nebyl patrny, dokonce u mRNA pro TLR4 byl zaznamenan mirny pokles
(Mohammad et al. 2006), coZ je patrné na obrazku 3. Oproti tomu na hladinu mRNA pro
TLR3 a TLR5 neméla hyperglykémie Zadny vyrazny vliv, ovsem je dllezité zminit, Ze u NOD
mysi diabetickych i prediabetickych je pfi euglykémii exprese téchto molekul vyssi nez

u kontrol.

357 TLR4
o 100mg/dL
N * m 450mg/dL
25
I
2 -
o *
3
R 157
1 -
i 1
0 ; .

NOD Diabetic NOD Prediab. NOR

Obradzek 3 — Ovlivnéni exprese TLR4 béhem hyperglykémie (tmavé sloupce) u diabetickych, prediabetickych a kontrolnich
mysi. Pfevzato z Mohammad et al. 2006

U mysiho modelu pro T2D byla podle Mohammad et al. (2006) pfi euglykémii exprese mRNA
pro TLR4 10krat vyssi oproti kontrolnim jedincim. Pokud byly buriky dale stimulovany
bakteridlnim LPS, doslo taktéZz ke zvySené odpovédi skrze TLRs na bunécném povrchu.

Konkrétné byla mérena mira aktivace NF-kB skrze mnozstvi fosforylovanych molekul I-kB.
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V makrofazich z NOR mysi nebyla po stimulaci LPS v podminkach hyperglykémie znatelna
Zzadna zména, ovsem u diabetickych NOD mysi bylo mnozZstvi fosforylovanych I-kB 6,5krat
vyssi a u prediabetickych NOD 1,1ndsobné vyssi (Mohammad et al. 2006). Stejné vysledky
béhem euglykémie zaznamenali i Devaraj et al. 2008, ti ovSem jiz pracovali s lidskymi
monocyty vyizolovanymi z periferni krve pacientl s T1D. Exprese povrchovych TLR2 a TLR4
byla oproti kontrolam zvysenad, a to jak v klidovém stavu, tak i po indukci bakterialnim LPS.
Stim souvisela i abnormalné navySend aktivita (méfend mirou fosforylace jednotlivych
proteinll) dalSich signalizacnich molekul. Mezi né patfil TRIF a adaptorovy protein MyD88,
ktery aktivoval receptorovou kindzou IRAK-1 a dale NF-kB (Devaraj et al. 2008). U monocytu
ziskanych od pacientli nové diagnostikovanych T2D byl dle Dasu et al. (2010) nar(st taktéz
signifikantni, navic koreloval s BMI a také zvysujici se hladinou glukdzy. To stejné platilo i pro

aktivaci MyD88-NF-kB drahy vedouci pfes IRAK-1 a TRIF (Dasu et al. 2010).

Stejné signalizacni drahy s vyuzitim lidskych monocytarnich bunék THP-1 zkoumali jiz dfive
Dasu et al. (2008), avSak zabyvali se pouze vlivem zvysené glykémie. Buriky péstovali na
médiu s 10-25 mM glukdzou, zatimco kontrolni buriky rostly na médiu s 5mM glukdzou.
Mnozstvi mRNA pro TLR4 a TLR2 se béhem hyperglykemickych podminek oproti kontrolnim
bunkdm na euglykemickém médiu zvysilo. Pro navraceni hladiny TLR2 mRNA do hodnot
typickych pro normalni hladinu glykémie bylo zapotfebi 48 hodin po preneseni bunék
z hyperglykemickych podminek, kde byly kultivovany po 24 hodin, na 5mM médium, pro
TLR4 mRNA az 72 hodin. Indukce exprese TLR2 a 4 méla za nasledek také navysSeni aktivity
MyD88, naslednou fosforylaci IRAK-1 a aktivaci NF-kB ve srovnani s kontrolnimi burikami, jak

je znazornéno na obrazku 4 (Dasu et al. 2008).
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< e

MyD88
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Obrdzek 4 — Western blot zobrazujici ndrist exprese MyD88 se stoupajici glykémii spolu s ndristem mnoZstvi fosforylované

IRAK-1 (pIRAK-1), sloupec M znaci kontrolni médium osmotickych podminek s manitolem. Upraveno podle Dasu et al. 2008
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V dalsim kroku se autofi zabyvali u¢inkem PKC na expresi TLRs pod vlivem hyperglykémie.
Inhibice PKC za hyperglykemickych podminek vedla k poklesu mnoiZstvi exprimovanych
receptorll TLR2 a TLR4 oproti burikdm péstovanym na 5mM médiu (Dasu et al. 2008).
K inhibici byly vyuzZivany jak specifické inhibitory, tak i metoda malych interferujicich RNA
(siRNA), diky které byl zjistén vliv riznych izoforem PKC na jednotlivé TLRs. Inhibice PKC-a
totiz za pouziti siRNA vedla k 60% poklesu mnozstvi jak mRNA, tak samotného proteinu TLR2,
zatimco inhibice PKC-6 méla za nasledek snizeni exprese TLR4 az o 63 %. | zvySena aktivita
NADPH oxidazy za hyperglykemickych podminek vedla k navysSeni hladiny exprese TLRs,
méreni probéhlo za pouZiti inhibitoru jedné z komponent NADPH oxidazy a doslo k poklesu
exprese 0 45 % u TLR2 a 0 50 % u TLR4. Podstatné je také zminit, Ze TLR2 a 4 nejsou jedinymi
receptory monocytl, jejichz mira exprese se béhem hyperglykémie zvysila. K narQstu

v porovnani s euglykemickym stavem doslo i u TLR3, TLR6 nebo TLR7 (Dasu et al. 2008).

4.3 Hladiny specifickych cytokind a dalSich mediator(

Jestlize dochazi k narGstu poctu TLRs a jejich prostiednictvim ke zvySené signalizaci, cely
tento mechanismus by mél vyustit také v odpovéd na Urovni genové exprese. Tou mlze byt
i exprese cytokinl v monocytarnich burnkach. Jednim z nejdllezitéjSich prozanétlivych
cytokinl je IL-1B, ktery dale mGzZe puUsobit na celou fadu bunék a také ovliviiovat expresi
dalsich cytokin(, napriklad TNF-a a IL-6. Jedna se téZz o molekulu stimulujici vyvoj
neutrofilnich granulocytl z progenitorové buriky kostni diené, tedy vyssi hladina tohoto

cytokinu vede k navyseni poctu neutrofil v krvi — neutrofilii (Dinarello 2005).

Podle Dasu et al. (2007) za hyperglykemickych podminek produkovaly lidské monocytarni
bunky THP-1 zvySené mnozstvi IL-1B. Mnoistvi proteinu IL-1B se zvySovalo soucasné
s rostouci koncentraci glukézy v médiu oproti kontrolnim bunkam, které byly na médiu
s 5 mmol/I glukdzy. Narustalo i se zvySujici se dobou kultivace bunék na médiu s koncentraci
glukézy 15 mmol/l, ptricemZz maximalniho mnoZstvi proteinu bylo dosazeno po 48 hodinach
kultivace; po 72 hodinach se jiz opét zacalo sniZovat. Vyssi mnoizstvi proteinu IL-1B
v monocytech v prlibéhu hyperglykémie oproti kontrolnim monocytiim podporovalo vznik
a prabéh zanétlivé reakce. Vliv PKC na vylev IL-1B byl prokdazan za pomoci pouZitych
inhibitor PKC, vysledky ukazaly vyrazny pokles hladiny IL-1B béhem hyperglykémie pfi
pouziti inhibitoru PKC. Pouzité inhibitory byly specifické pro dvé izoformy PKC — pro PKC-a
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a PKC-B. Inhibice PKC-a vedla k poklesu mnoiZstvi IL-1B, jehoZ uvolfiovani bylo vyvolané
hyperglykémii (15 mM), zatimco inhibice PKC-B neméla na mnoiZstvi proteinu IL-1B Zadny
patrny vliv v porovnani s kontrolnimi bufikami na 5mM médiu. PKC-a v signalizacni kaskadé
dale fosforyluje p38 MAPK nebo kinazy regulované extracelularni signalem 1/2 (ERK1/2), coz
v kone¢ném dlsledku vede k aktivaci NF-kB a transkripci genu pro IL-1B. Zvysujici se
koncentrace glukdzy v médiu méla za nasledek vyssi mnozstvi fosforylovaného proteinu, a to
jak p38 MAP kinazy, tak i ERK1/2 MAPK. Jak jiZz bylo zminéno vyse, béhem hyperglykémie
bylo moZino pozorovat také zvySenou aktivitu NADPH oxidazy, tedy navySené mnoZzstvi
produkce superoxidového radikalu. Podstatné je, Ze NADPH oxidaza mize také
prostrednictvim své aktivity spoustét expresi NF-kB, tudiz maze také ovliviovat cytokinovou

produkci (Dasu et al. 2007). Souvislost s diabetem je patrnd z obrdzku 5.
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NF-xB -‘.Iilltiltii‘:

Obrdzek 5 — Schéma vlivu hyperglykémie na transkripci genu pro IL-18. Upraveno podle Dasu et al. 2007

IL-1B8 mZe mit dale vliv na ostatni buriky imunitniho systému, ale také na celkovy
metabolismus glukdzy. Pokud byly mysi makrofagy vystaveny abnormalni hladiné tohoto
cytokinu soucasné s hyperglykémii, vedlo to ke zvySenému prijmu glukdézy témito burikami.

Zvyseny prijem glukdzy vlivem IL-1B byl zaznamenan také v kolujicich krevnich leukocytech,
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bunkach sleziny a tukové tkané. Injekéné podany IL-1B mysSim ved| postupné ke zvysené
produkci inzulinu B bunkami pankreatu a snizeni glykémie, coZ odpovida i fyziologickému

postprandidlnimu stavu organismu (Dror et al. 2017).

Aktivace NF-kB muze byt zprostfedkovana také zvySenou hladinou TNF-a. Podstatny je zde
fakt, Ze pfti chronické hyperglykémii dochazi k nadprodukci ROS. ROS pak aktivuji monocyty,
coz se odrazi ve zvySené hladiné TNF-a v monocytech, nebo v mife aktivace NF-kB. Pfi pouZiti
antioxidantd dochazi naopak kinhibici aktivity NF-kB, a to konkrétné blokaci translokace
jeho p65 podjednotky do jadra, a to nejen béhem hyperglykémie, ale i béhem euglykémie
(Guha et al. 2000). To jen potvrzuje fakt, Ze aktivace NF-kB béhem chronické hyperglykémie

je alespon z ¢asti ovlivnéna pravé ROS.

Dalsim cytokinem, jehozZ hladina se béhem hyperglykémie méni, je IL-6. Spusténi transkripce
pro jeho gen je opét propojeno s PKC. MnoiZstvi vyluCovaného i intracelularniho IL-6 se
béhem hyperglykémie ukazalo zvySené oproti kontrolnim THP-1 bunkdam, pficemz
hyperglykémie byla navozena kultivaci bunék po 2 dny v médiu s koncentraci glukézy
15 mM, zatimco kontrolni bunky mély 5mM médium (Devaraj et al. 2005). Pomoci
specifickych inhibitor( i pouZitim siRNA se sledovalo, ktera izoforma PKC ma vliv na zvySenou
produkci IL-6 béhem hyperglykémie. Vyslo najevo, Ze se jedna nejen o a izoformu jako
v pfipadé IL-1B, ale i o B izoformu, jeZ jsou obé zodpovédné za aktivaci NF-kB skrze MAP
kindzovou kaskdadu a nasledné nasedani transkripéniho apardtu na promotorovou oblast
genu pro IL-6 (Devaraj et al. 2005). DuleZité je zminit, Ze vSechny tyto zmény byly
pozorovany béhem chronické hyperglykémie, tedy trvajici v fradu dni. V nedavno zverejnéné
publikaci Spindler et al. (2016) byl testovan vliv akutni kratkodobé hyperglykémie
(maximalné 2 hodiny) na expresi IL-6. Studie byla provadéna s monocyty izolovanymi
z krve jedincll bez protilatek proti ostrivkidm pankreatu a bez vyskytu diabetu v rodiné. Bylo
zjiSténo in vitro, Ze pusobeni akutni hyperglykémie vede ke sniZeni intracelularni hladiny IL-6
v lidskych monocytech, pficemZ pokles byl nejvyraznéjsi u prechodnych CD14**CD16*
monocytl v porovnani s euglykemickymi podminkami. Z vysledkl také plyne, Ze molekularni
mechanismus redukce produkce IL-6 je ve snizeni miry exprese genu p38 proteinu MAPK

MAPK11 a nikoli ve snizeni mnozstvi fosforylovaného proteinu (Spindler et al. 2016).
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Existuje mnoho dalSich studii potvrzujicich vysledky vySe zminénych, ¢i zkoumajicich dalsi
cytokiny a zanétlivé markery pod vlivem hyperglykemickych stav(. Mezi témi markery,
u kterych doslo k signifikantnimu ndrastu exprese v burikdch THP-1 béhem hyperglykémie
(15mM médium), jsou naptiklad faktory TNF-a, TNF-B, interleukiny IL-1B i IL-1a, chemokiny
MCP-1 a interferonem y indukovany protein 10 (IP-10). Spolu s nimi bylo zaznamendno
i navyseni exprese jejich receptord v porovnani s expresi v kontrolnich bunkach (Shanmugam
et al. 2003). IP-10 se ukdzal byt duleZitym chemoatraktantem monocytl a je zodpovédny
také za jejich transmigraci do mista zanétu (Taub et al. 1993). V ndvaznosti na predchozi
podkapitolu Ize na pfikladu IP-10 uvést souvislost se signalizaci skrze TLRs. U pacient s T1D
koreluje zvysena exprese TLR2 a TLR4 na monocytech béhem hyperglykémie s aktivaci
NF-kB. Vysledkem pak muZe byt zvySena exprese genu pravé pro IP-10. MnoZstvi proteinu
vzrostlo jak intracelularné u monocytt na médiu s 15 mmol/I glukdzy po 2 dny, tak i v séru

pacientd s T1D v porovnani k nediabetickym kontrolam (Devaraj and Jialal 2009).

Diabetes je spojovan se vznikem CVD. Mezi nejcastéjsi pri¢iny smrti jak u pacientl s T1D, tak
i utéch sT2D, patfi pravé CVD (Haffner et al. 1998). Zaroven bylo prokazano, Ze intenzivni
terapie onemocnéni vede ke sniZzeni tohoto rizika, a to az o 57 % (Nathan et al. 2005).
Hyperglykémie je mimo jiné jednim z pfiznak(i diabetu a také jednou z nejcastéjSich
komplikaci pacientll s diabetem. Samotny diabetes je povaZiovdn za prozanétlivy stav
charakteristicky zvySenim prozanétlivych markerd i béhem euglykémie v kontrastu
s kontrolnimi nediabetickymi subjekty. Dlikazem m{iZe byt navysend hladina CRP, IL-6, IL-1
a superoxidového radikalu v séru pacientll s diabetem (Devaraj et al. 2006). Pravé to jsou
také zaroven rizikové faktory pro vznik dalSich patologii spojovanych s diabetem, napftiklad
diabetické retinopatie ¢i dalSich poruch sitnice, jejichz vznik ma spojitost se zvySenou
hladinou IP-10 a MCP-1 (Abu El-Asrar et al. 2006). Dalsi patologii jsou CVD vznikajici
predevsim diky rekrutovani monocytt/makrofagl a jejich adhezi na cévni endotel. Tim
dochazi ke vzniku plakd, které se naslednou adhezi dalSich monocytli/makrofagli dale
zveétsuji a rozviji se ateroskleréza (Duplaa et al. 1996). KdyZ se k tomu pripocte jesté vliv

hyperglykémie, riziko vzniku téchto onemocnéni se dale mnohonasobné zvysuje.
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4.4 Osteoklasty

Jiz bylo zminéno, Ze monocyty se mohou diferencovat v osteoklasty. Xu et al. (2013)
provadeéli in vitro studii za ucelem zjiSténi vlivu hyperglykémie na osteoklasty ziskané
diferenciaci z monocytli. Monocyty byly vyizolovany z kostni dfené nediabetickych mysi
a poté byla indukovéana jejich preména na osteoklasty. Pokud byly bunky dale vystaveny
zvysené hladiné glukdzy, ktera cCinila 33,6 mmol/I, byl pocet maturovanych osteoklastt o vice
jak polovinu nizsi nez v normoglykemickych podminkach. Dale byla zkoumana mira
transkripce genl typickych pro osteoklasty. Ta byla pro vSsechny studované geny az o 2/3
nizsi oproti bunkdm na médiu s nezvysenou hladinou glukdzy. Stejné tak byla snizend
i resorpcni schopnost osteoklastll (Xu et al. 2013). Vystupy této studie tak naznacuji, zZe
u pacientll sT2D, ktery je s hyperglykémii asociovany, jsou vyrazné narusSeny procesy
metabolismu kostni tkané zprostfedkované osteoklasty. Obdobna studie byla provedena
s vyuZitim mysSich monocytarnich bunék RAW264.7. Béhem vystaveni bunék zvySené hladiné
glukézy na médiu s koncentraci glukdzy 25 mmol/l se schopnost diferenciace monocytl na
osteoklasty oproti kontrolam bez pridavku glukdzy sniZila a poklesla také jejich aktivita

(Wittrant et al. 2008).

4.5 Mikroglie

Rezidentni tkanové makrofagy v mozku se nazyvaji mikroglie. Jejich hlavni Ulohou je zajisténi
obranyschopnosti nervové soustavy. VyuZivaji mechanisml stejnych ¢i podobnych jako
ostatni makrofagy v téle — tedy fagocytézu, vylucovani medidtord a prezentaci antigenu.
Quan et al. (2007) se jako prvni snazili zjistit, jaky ma hyperglykémie vliv pravé na tento typ
bunék. Hyperglykemické podminky stanovili jako 35 mmol/l a porovnavali je s vysledky pfi
glykémii 10 mmol/l. V kultufe potkanich mikroglii méfili sekreci GRO, proteinu podobného
lidskému IL-8. Sekrece se u bunék péstovanych po 24 hodin na hyperglykemickém médiu
zvysila aZz trojndsobné. Exprese mRNA pro GRO protein se dokonce zvysila 4krat uz po
pouhych 3 hodinach inkubace v hyperglykemickych podminkach. V souvislosti s nadprodukci
GRO proteinu byly zkoumany také cesty, které kni vedou. Ukdzalo se, Ze béhem
hyperglykémie je zvySena produkce ROS v mikrogliich. ROS aktivuji PKC, kterda nasledné

spousti transkripci genu pro GRO skrze NF-kB transkrip¢ni faktor (Quan et al. 2007).
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Ve studii Quan et al. (2011) se skupina vénovala vlivu hyperglykémie na expresi dalSich
mediator(. PFfi zvySené hladiné glukdzy, 35 mmol/l, vykazovaly potkani mikroglie az 2krat
vySSi sekreci TNF-a a 1,5krat vyssi sekreci MCP-1 oproti podminkdam s koncentraci glukdzy
10 mmol/Il. Zvysena byla i exprese mRNA — 3krat vyssi pro TNF-a a 2krat vyssi pro MCP-1.

Zvysena sekrece TNF-a je patrna z obrazku 6.

30 5
A b

=
S e
o 20 -
g - G
D
L8]
@ 104
o
b
=
—

0

0 3] 12 18 24

Time (hours)

Obrdzek 6 - Zvysend sekrece TNF-a béhem hyperglykémie v ¢ase. LG — 10 mmol/l, HG — 35 mmol/I. Upraveno podle Quan et
al. 2011

Zvysena exprese mRNA pro TNF-a i MCP-1 souvisi s nadprodukci ROS béhem hyperglykémie
a aktivaci NF-kB. Ztéchto studii Ize vyvodit, Ze patologické zmény nervové soustavy
u diabetikd lze pfricitat pravé vlivu hyperglykémie, kterd spousti expresi prozanétlivych
mediator( a muze v kone¢ném duasledku vést k poskozeni mozku pfi diabetické encefalopatii

(Quan et al. 2011).
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5 Hypoglykémie

U pacientl sT1D je nejcastéjsim problémem hypoglykémie. Pokud je davka podaného
inzulinu vyssi, nez by méla byt (s ohledem na nutri¢ni hodnoty pfijimané potravy, jeji casovy
odstup od podani davky inzulinu a fyzicky vydej), dochazi k poklesu hladiny glukdézy v krvi pod
urcitou hranici, nejcastéji je tato mezni hladina uvadéna jako glykémie 3,3 mmol/Il. Vétsinou
se projevuje pouze celkovou slabosti, v krajnich pripadech oviem muze dojit az ke ztraté
védomi a tzv. hypoglykemickému kdmatu, kdy je Zivot pacienta jiz velmi ohrozen. U zdravych
jedincd dochdzi k hypoglykemickym pfihoddm jen velmi zfidka, a to napfiklad po
dlouhodobém hladovéni. Na rozdil od hyperglykémie, kde existuji desitky studii zabyvajici se
jejim vlivem na buriky imunitniho systému, neni hypoglykémii vénovana takova pozornost.
V této kapitole podobné jako vté predchozi budou shrnuty dosavadni poznatky ztéto

oblasti.

5.1 Exprese adheznich molekul

Studie zabyvajici se hladinou markera aktivovanych monocytl a ostatnich bunék imunitniho
systému srovnavala rozdily mezi monocyty nediabetickych kontrolnich subjektd a monocyty
pacientd s T1D béhem akutni kratkodobé hypoglykémie. Euglykemické podminky byly
stanoveny jako 5,2+0,1 mmol/I glukdzy, hypoglykemické pak 2,9+0,1 mmol/l po hladovéni
10 hodin pres noc. Méfeni probihalo 120 minut. Z priibézné odebirané krve (kazdou hodinu)
byly méreny hladiny solubilnich adheznich molekul sVCAM-1 a sICAM-1. DalSimi molekulami
zajmu byly P-selektin a E-selektin. Vzestup hladin viSech vySe zminénych marker( byl béhem
hypoglykémie signifikantni u obou studovanych skupin — jak u nediabetickych kontrol, tak
i u téch sT1D, pficemz hodnoty vychozich hladin byly pro obé skupiny velmi podobné
(Gogitidze Joy et al. 2010). Zvyseni hladin molekul VCAM-1, ICAM-1, P-selektinu a E-selektinu
u nediabetickych jedincli béhem kratkodobé (v fadu hodin) hypoglykémie bylo potvrzeno
i studii skupiny Joy et al. (2015). Narast hladin zminovanych molekul se navic projevil také

béhem hypoglykémie dlouhodobé, tedy v fadu dni (Joy et al. 2015).

Dalsi studie vyuzZila neobézni Goto-Kakizaki (GK) potkani model pro studium exprese
adheznich molekul u jedincd s T2D. Potkani byli rozdéleni do 3 skupin: prvni skupiné byl

podavan vinfuzich fyziologicky roztok, druhé pouze infuze sinzulinem a treti skupina
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dostavala injekéné glukdzu spolu s inzulinem, vSechny skupiny dostavaly infuze shodné kazdy
treti den po dobu 5 péti tydn(. V pribéhu celych péti tydnl méli modelovi potkani pristup
k potravé a vodé. Na obrazku 7 je nejlépe patrny vysledek, totiz Ze dlouhodobé se opakujici
hypoglykemické stavy vedou ke zvysené adhezi monocytl na cévni endotel aorty. Z jejich
vysledki je také patrné, Ze samotna aplikace inzulinu u diabetiki ke zvySené adhezi
monocytl na endotel nevede, pokud je u téchto jedincd dodrzovana fyziologicka hladina

glukdzy (Jin et al. 2011).

Monocyte adhesion cells
(m/mm?*)

S 1 1+G

Obrdzek 7 - Adheze monocytu na cévni endotel aorty pri opakovanych hypoglykemiich u potkand. Sloupce: S — fyziologicky

roztok, | —inzulin, I+G — inzulin + glukdza. Upraveno podle Jin et al. 2011

Béhem in vitro experiment( s lidskymi endotelidinimi burikami ziskanymi z pupecnikové Zily
HUVEC byla snaha vysetfit pfiCinu vlivu hypoglykémie na expresi E-selektinu, VCAM-1
a ICAM-1 vsouvislosti se zvySenou hladinou adrenalinu v krvi béhem hypoglykémie.
U GK potkanl totiz pfi hypoglykémii vyrazné vzrostla hladina adrenalinu. Vyssi hladina
adrenalinu v médiu potom vedla u HUVEC ke zvysené expresi mRNA pro E-selektin, VCAM-1
a ICAM-1 skrze zvySenou aktivaci NF-kB. Aktivace NF-kB byla vyvolana intraceluldarnim
nartstem cyklického adenosin monofosfatu (cAMP), jehoz hladina stoupla vlivem adrenalinu.
Abnormalni exprese adheznich molekul byla zaznamendna pfi koncentracich adrenalinu 10
a 100 umol/Il, zatimco pfi hodnoté 1 umol/I byla hladina mRNA pro dané molekuly podobna
hodnotam bunék na médiu bez pfidaného adrenalinu (Jin et al. 2011). Diky této studii Ize
ziskat komplexnéjsi pohled na propojeni hypoglykémie a exprese adheznich molekul.

Hypoglykémie zapficinuje vzestup adrenalinu, s tim je spojen narlst intracelularni hladiny
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cAMP a ten nasledné vede ktranslokaci NF-kB do jadra, kde spousti expresi genl pro

adhezni molekuly.

5.2 Hladiny specifickych cytokinl a dalSich mediator(

Kromé exprese adheznich molekul byla zkoumana také hladina exprese prozanétlivych
cytokinul. Vychozi hladina zkoumanych marker(, kterymi byly IL-6 a TNF-a, byla na zac¢atku
méreni stejnd pro pacienty s T1D i pro kontrolni nediabetické jedince. Hodnoty IL-6 a TNF-a
v krvi se béhem 2hodinového méreni vyznamné zvysily u obou sledovanych skupin. Nar(st
byl ovSsem vyraznéjsi u diabetickych pacientl oproti kontroldm (Gogitidze Joy et al. 2010).
Kromé téchto prozanétlivych cytokin( se podle Galloway et al. (2000) béhem hypoglykémie
zvysila hladina i dalSiho zanétlivého markeru, CRP. Tento ruast byl zachycen jak u zdravych
kontrol, tak i u pacientd s T1D, byt vychozi hodnoty tohoto markeru byly pro obé skupiny
odlisné. U diabetickych pacientl byla bazalni hladina CRP vyssi (0,77 mg/l), u kontrolnich
jedincl se pohybovala okolo 0,32 mg/l. Méreni bylo provadéno po 24 hodin a nejvyssi nardst
byl prdvé po 24 hodinach (Galloway et al. 2000). NarUst hladiny IL-6 u zdravych jedincl
béhem hypoglykémie prokazali také Dotson et al. (2008). Hypoglykemické podminky byly
nastaveny na hodnoty 2,7 mmol/l glukdzy, pro srovnani byla pouZita normoglykémie
5 mmol/l. Zobrazku 8 je patrné zvyseni hladiny IL-6 u nediabetickych pacientll béhem

hypoglykémie trvajici 135 minut (Dotson et al. 2008).
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Obrdzek 8 - Vzestup hladiny IL-6 v krvi nediabetickych jedinci béhem krdatkodobé hypoglykémie (prdzdnd kolec¢ka) oproti

normoglykémii (Cerné Ctverecky). Prevzato z Dotson et al. 2008
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Zvysenou hladinu mRNA pro IL-6 v hypoglykemickych podminkach zaznamenali i Choi et al.
(2013) a to v lidskych monocytarnich burikdch THP-1. Kromé nich exprese IL.-6 mohutné
vzrostla i na modelu mysSich monocytarnich bunék RAW264.7. Béhem hypoglykémie byla
také patrnd zvySena aktivace NF-kB a to pres vyssi mnozstvi fosforylovanych
p38 MAPK, ale nikoli ERK jako v pfipadé hyperglykémie (Choi et al. 2013). Béhem
hypoglykémie navozené injekéné podanym inzulinem zdravym jedinclm vyzkumnym tymem
Nematollahi et al. (2009) byla v krvi probandi zvySena hladina i pro dalsi mediatory a to IL-8

a IL-1B. Vzestup byl také u jiz vySe zminénych IL-6 a TNF-a (Nematollahi et al. 2009).

Zajimavé poznatky prinesla recentni studie, ktera se zaméfila na zmény v monocytech
béhem akutni hypoglykémie u pacientli s T1D v porovnani se zdravymi kontrolami. Pacienti
s T1D byli rozdéleni do dvou skupin — prvni s normalni schopnosti rozpoznat nastupujici
hypoglykémii (NAH) a druhou se sniZzenou schopnosti rozpoznat hypoglykémii (IAH). Pro
porovnani byli pouZziti zdravi nediabeticti jedinci. Hypoglykémie byla nastavena jako
2,620,1 mmol/l, normoglykémie pak 5,0+0,2 mmol/l. Oproti normoglykemickym podminkam
se béhem hypoglykémie zvysil celkovy pocet leukocytd v krvi jak u kontrolnich jedinc(, tak
i u NAH pacientd, ale nikoli u pacientl s IAH. ZvySena byla béhem hypoglykémie produkce
prozanétlivych cytokinG TNF-a, IL-1B a IL-6 v monocytech kolujicich v periferni krvi, a to po
stimulaci LPS. Nar(st byl vyrazny u zdravych jedinci a NAH pacientl, ale nikoliv u IAH
pacienty (Ratter et al. 2017). Z toho lze vyvodit, Ze opakujici se hypoglykemické prihody, jez
jsou typické pro pacienty sIAH, mohou byt protektivnim faktorem proti pfidruzenym
komplikacim pfi hypoglykémii, napfiklad proti neuronalnimu poskozeni mozku (Puente et al.

2010).

Béhem hypoglykémie tedy dochazi kvyraznému narlstu prozanétlivych cytokind
produkovanych leukocyty oproti normoglykemickému stavu organismu, a to jak u pacientt
s diabetem, tak i u zdravych kontrol. To je dusledek aktivace imunitnich bunék a jejich

funkcnich zmén zpusobenych hypoglykemickymi podminkami.
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6 Zaveér

Monocyty jsou jednou z klicovych komponent neadaptivnich imunitnich mechanisma.
U zdravych jedincl dochazi k jejich aktivaci, pokud je organismus daného jedince napaden
néjakym patogenem nebo je jinak narusena integrita organismu. Pro zdravé jedince zaroven
plati, Ze béhem dne kolisa hladina glukdzy vkrvi jen mialo, a to predevsim kdyz se
postprandidlné zvysuje a naslednym vlivem uvolfovaného inzulinu zase sniZzuje. Nedochazi
u nich tak k nahlym ¢i dlouhodobym vykyvim, at uz smérem nahoru nebo dol(. Pokud
ovsem k takovymto vykyvim dojde, mohou pusobit jako aktivator imunitniho systému, tedy

jako signal, ze se v téle déje néco abnormalniho.

Oba dva druhy nefyziologické glykémie, hyperglykémie i hypoglykémie, vedou podobnymi
mechanismy k aktivaci monocytl a spusténi jejich diferenciace. Zaroven spousti i dalsi
imunitni odpovédi. Je pro né typicka predevsim abnormalni syntéza adheznich molekul na
povrchu monocytl i na povrchu endotelidlnich bunék, ¢imz dochazi k zvySené monocytarni
adhezi pravé na cévni stény. Mezi témito molekulami spole¢nymi pro oba stavy jsou ICAM-1,
VCAM-1 a E-selektin. DalSi abnormalitu vykazuje i syntéza prozanétlivych mediatortd
monocyty, spolecné jsou IL-6, TNF-a nebo IL-1B. Tyto mediadtory poté plsobi na dalsi burky,
muzZou to byt dalsi buriky imunitniho systému, endotelové burnky nebo tfeba trombocyty. To
vede v téchto burnkach ke spusténi signalizaénich drah a specifickych odpovédi, ¢asto je
molekularni podstatou aktivace transkripéniho faktoru NF-kB. Navic u hyperglykémie je také
typicka zvySena exprese TLR2 a TLR4, u hypoglykémie zatim Zadna souvislost s abnormalni

expresi TLRs nebyla zkoumana.

Podstatné je, Ze tyto imunitni mechanismy spusténé hypo- nebo hyperglykémii se ve vyssim
procentu pfipadud vyskytuji u pacientl s diabetem, jejichZ organismus neni schopen si hladinu
glukdézy regulovat dobife sam. To md za nésledek vznik nejriiznéjsich patologii, jakymi jsou
diabeticka encefalopatie, porucha ledvin ¢i porucha remodelace kostni tkané. Tyto stavy jsou
povaZzovany za pric¢iny vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, nejcastéjsi pfricinu smrti

u pacientl jak s T2D, tak i s T1D.
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7 Seznam zkratek

AIRE Autoimmune regulator

APC Antigen presenting cell

CARD Caspase recruiment domain

CMP Cow’s milk protein

CRP C-reactive protein

CvD Cardiovascular diseases

DC Dendritic cell

ECAM-1 Epithelial cell adhesion molecule-1
ELAM-1 Endothelial-leukocyte adhesion molecule-1
ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinases 1/2
GK Goto-Kakizaki mouse

GPI Glycosylphosphatidylinositol

HAEC Human aortic endothelial cells

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells
IAH Impaired awareness of hypoglycemia
IFN-B Interferon

IFN-y Interferony

IKK I-kB kinase

IP-10 Interferon gamma-induced protein 10
IRAK-1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
IRF3 Interferon regulatory factor 3

I-xB Inhibitor of kB

JAK Janus kinase

LADA Latent autoimmune diabetes of adults



LPS
LRR
MAPK
MCP-1
MODY
MyD88
NAH
NF-kB
NLR
NO
NOD
NOR
PAMP
PDTC
PKC
PRR
RIP1
RLR
ROS
SNP
STAT
TAK-1
TBK1
TGF-B
TIR

TLR

Lipopolysacharide

Leucine-rich repeat

Mitogen-activated protein kinase

Monocyte chemoattractant protein-1
Maturity-onset diabetes of the young

Myeloid differentiation primary response gene 88
Normal awareness of hypoglycemia

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NOD-like receptor

Nitric oxide

Non-obese diabetic mouse

Non-obese diabetic resistant

Pathogen-associated molecular patterns
Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (inhibitor of NF-kB)
Protein kinase C

Pattern recognition receptors

Receptor-interacting protein 1

RIG-I-like receptors

Reactive oxygen species

Single nucleotide polymorphism

Signal transducer and activator of transcription
Transforming growth factor beta-activated kinase 1
TANK-binding kinase 1

Transforming growth factor

The Toll/interleukin-1 receptor homology domain

Toll like receptor
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TNF-a

TRAF6

TRIF

VCAM-1

VNTR

Tumor necrosis factor a

TNF receptor-associated factor 6
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f
Vascular cell adhesion molecule-1

Variable number tandem repeat
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