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ABSTRAKT

Diabetes 1. typu je autoimunitni onem&ch zpisobené destrukcif bunsk
Langerhansovych osivki pankreatu syntetizujicich inzulin. Vagledku znéeni g burek je
hlavnim giznakem onemod@ni hyperglykémie. Monocyty hraji Kidvou roli v aktivaci
T lymfocyti, jejichz pisobeni mize byt protektivni (&£g) nebo destruktivni. Prasidnictvim
svych derivai ma monocyt podil jak na ¢eni B burek (makrofagy), tak na utvani
self-tolerance (dendritické Bky). V poslednich desetiletich mezirg vzrista pdet
diabetiki. V této praci si za cil kladu shrnout roli monacytpatogenezi T1D a pokusim se
navrhnout mozny sén dalSiho badani.

Kli ¢ova slova:

diabetes, monocytfpozena imunita, etiologie, gen, asociace

ABSTRACT

Type one diabetes is an autoimmune disease. #used by the destruction picells
of Langerhans’ pancreatic islets. Hyperglycemia imajor symptom of cell destruction.
Monocytes play a key role during T cell activatidncell effect can be protective £J) or
destructive. Monocyte destroyscells as a macrophage and generates self-tole@nee
dendritic cell. The number of patients with T1Dnsreasing. In the presented work | aim to
summarize current information about pathogenesiglaf and | try to propose future way of

research.
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1. UVOD

V Uvodni kapitole si kladu za cikgdstavit z iznych pohled (dédi¢nost, asociované
faktory, modelové organismy) problematiku diabetaegména nastinit obrovskou slozitost
imunitniho systému. Pod pojmem monocyt si tak ltedstavit Siroky interval znakna
molekulérni i buscné arovni ovliviujicich tk&oveé dtje. V souvislosti s defektefhburek se

Z Grovre tkani gesuneme na Uroiiecelého organismu.

1.1 Diabetes mellitus (DM)

DM tvotfi nehomogenni skupinu onem@on rizné etiologie, jejichz spaiaym
jmenovatelem je hyperglykémie (zvySena koncentmgia&osy v krvi) a v jejim dsledku
glykosurie (gitomnost glukosy v m#). Onemocgni je podmigno absolutnim nedostatkem
inzulinu, nebo jeho relativnim nedostatkemi peho snizené dinnosti. Je provazeno
komplexni poruchou metabolismu ctiktuki a bilkovin. Novodob se DM klasifikuje do 4
zakladnich skupin (viz Tabulka 1) (WHO, 1999).

Tabulka 1: Zakladni klasifikace diabetes mellitus

DIABETES MELLITUS

1. typu (A. imunit@ podmirgny B. idiopaticky)

2. typu

Ostatni specifické typy

Gest&ni DM

V disledku zvysené koncentrace glukosy v krvi (nad-386 mmol drf) dochazi
k poSkozovani protein v ténef celem &e. Mechanizmem je neenzymatickd glykace
proteini, prova@&na jako posttranstai modifikace. Glykace z@na jako spontanni reakce
redukujiciho sacharidu s volnymi aminoskupinamit@rmovych rettzci. Vysledkem je
propojeni sousednich proteinovych segriieat ztizeni pohyblivosti celé 3D struktury.
Zpravidla Ehem néivého procesu spolugobi dalSi oxidéni reakce a volné kyslikovée
radikaly (ROS). Takto poskozené proteiny nazyvammnckvymi produkty pokrélé
glykooxidace. U diabetik se pak objevujitizna,¢asto kombinovana onemagr. Obechs je
6
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nazyvame diabetopatiemi a Paiezi ré: neuropatie, kardiopatie, angiopatie, nefropatie a
dalSi. Sem péiti gangrény kodetin, ponéend sitnice, zmani atni ¢ocky, poruchy filtrace
ledvin, degenerace mozkovych jader a mnoho daldh@mocsni i patologickych procés
(McCarthy et al., 2001) (Vlassara et al., 1981).

1.11 TiD

Oznaeni T1D je z anglického Type One of Dibetes Mellitus. Jdehmnické
autoimunitni onemocmi. Mechanismem je selektivni destrukce pankregtickd bunsk
Langerhansovych osivka, které produkuji inzulin. Ztrat® burek vede k absolutnimu
je autoimunitni reakce u geneticky predisponovanjetinai, kdy jako spoust slouzi
exogenni nebo endogenni agens. Incidence T1D hnaw®Vveé vzestupny trend (Patterson
et al., 2009). Mezirgni prirastek v USA je 5 %. Vrchol vyskytu je véku mezi 10 a 14 lety
(Maahs et al., 2010) a pohybuje se kolem 20 dilbeta 100 000 obyvatel.i€sto po 35.
roce Zivota vznika vice nez polovina ze vSetipauh (Harjutsalo et al., 2005). T1D byval

diive ozng&ovan jako juvenilni DM. Dvodem byla vysoka incidence «td

T1D se niiZe objevit v kterémkoliv &ku a jeho Klinicky obraz zavisi na agresivit
autoimunitnino procesu. Velmi rychly zanjkburgk viadech misiai byva v dtstvi a
dospivani. Naproti tomu pomaly tfeh je typicky pro manifestaci T1D v dadpsti.
Onemocsini je pak gkdy ozn&ovano terminem LADA (Latent Autoimune Diabetes of
Adults). Pomalu probihajici destrukce teprvedase vyusti v Uplnou zavislost na inzulinu.
T1D je casto sdruzen s jinymi autoimunitami, mezi kteréfipbtashimotova tyreoiditida
(Perros et al., 1995), perniciozni anemie (Pertcal.e2000), celiakie (Barera et al., 2002),
Addisonova choroba (Barker et al., 2005).

1.2. Misto dije: Langerhansovy ostiivky

Pankreatické osivky byly objeveny v roce 1869 Paulem Langerhanséwoii
endokrinni sloZzku pankreatu zaujimajici 2 — 3% lymblazy, ve které jsou osirky
roztrouseny. Pankreas zdravého atépo ¢lovéka obsahuje asi 1 milion oduki. Kazdy
z osthivku se sklada z masy asi 3000 endokrinnichéku@d exokrinni tkaé pankreatu jsou

odcEleny tenkym pouzdrem z fibrobla@sa kolagennich vlaken.



Buiky ostifivki jsou kEhem embryonélniho vyvoje derivovany z Bkrendodermu
chordy. Geneze osivki probiha nejprve formou samostatnych dummezi exokrinnimi
bunkami @i terminalnich kanalcich. Potom formou chamdurék bez oddleni od exokrinni

tkarg a nakonec se od ni addji jako samostatné osirky.

Na z&klad rozdilné funkce a struktury (Obrazek 1) se vindtn aZ dosud rozeznavaji
4 typy burk: A(a) glukagon, B [§) inzulin, D §) somatostatin, PP pankreaticky polypeptid.
Spol&n¢ s ndzvem je uveden i produkt a to hormoidzm€ buiky ostiivka se nevyvijeji
souasré. Bunky o vznikaji dive nezp a PP,6 se vyvijeji nakonec. Organizace bkn
v ostifivku s centralnim uloZenifhburgk je ukoréena kolem 20. fetalniho dne. iy B tvori
jadro (den) ostiivku, ostatni bilky jsou umistny prevazie pri jeho povrchu. VSechny
endokrinni biikky obsahuji sek&mi granula. NejtSi a nejetnsjSi maji p buiky. Bunky
produkuji dale amylin, polypetid, ktery zpomalujgpvazdiovani Zaludku a navozuje pocit
sytosti. Je hlavni sloZkou pankreatického amyldglykoregulace). Mezi dalSi produkty piat
enzym dekarboxylaza kyseliny glutamové (GAD) a kpsey-aminomaslena (GABA), ktera
vznika diky enzymu GAD (Sorenson et al., 1991).

Ostifivky jsou gimo zasobovany arterialni krvi z jedné nelstatika arteriol, které
asti do husté sit kapilar prostupujicich cely ositrek. Kapilary se slévaji ve venuly
s odtokem Zilni krve i@s exokrinni tk& pankreatu do vena portae. @Qsky jsou velmi
rozsahle inervované adrenergnimi, cholinergnimieptigdergnimi vlakny, kterd obsahuji

cholecystokinin, substanci P a neuropetidy.

U dlouhotrvajiciho T1D jsou zcela zeny B buiky, ostatni biiky ostrivki
jsou vSak zachovany. &erstw vzniklého diabetu je ve zbytcich astki mozno nalézt
B buiky, nékteré z ostitvku jsou zachvaceny inzulitidou, tedy infiltrovanyitkami typickymi
pro zamrt (T helper (Ti), makrofag (MF)). Na povrchy burék se exprimuji MHC
glykoproteiny 1. (zvySena exprese) a Il. (u zdrdvyeexprimovany)itdy. Fitomnost MHC
[I. tféidy maze spustit autoimunitni zéha naslednou inzulitidu (Gaglia et al., 2011). ©@ko
postizenych ostivki hypertrofuji kapilary, pedstavujici tak cestu, kterou ve zvySenértypo
invaduji imunitni btiky, a nakonec vedou k zi@ni ostfivka (De Paepe et al., 1992).
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Obrazek 1: Struktura Langerhansova ibgtu. Frevzato z: (Andl et. al. 2001)

1.3. Dédiénost

T1D se neddi primo, ddicné jsou pouze predispozice. Zda se onerucprojevi,
zéavisi také na exogennich vlivech. Skéala genetickédika a exogennich viiy které mohou
byt protektivni nebo rizikové, ma Gaussovo rozldazexzajemnou kombinaci vliv
genetickych a vliit prostedi (navic wase) je uwteno, zda budeipkraien prah, za nimz se

zapane T1D.

Riziko vyskytu v Zné populaci je 0,1 - 0,4 %. Mezi sourozencitugi 12 az 100
krat, tj. na 5 az 10 % (Redondo et al., 2001). Kwmdknce mezi monozygotnimi deajy se
pohybuje v rozmezi 23 - 53 %, zatimco u dizygotmebjcat je od 2,5 do 11 % (Kyvik et al.,
1995). Geneticke riziko uifibuznych diabetického probanda souvisi &gm alel sdilenych
s timto probandem: nejvysSi riziko maji monozygaindjcata (sdilejici vzdy 100 % alel),
nizsi je pozorovano wt probanda nebo u sourozénprobanda (50 % alel). S rostouci
vzdalenosti v rodokmenu probanda striklesa iriziko T1D. Na zaklad pozorovani je
vytvoien model jednoho hlavniho lokusu &alika lokusy mensiho vyznamu, kteréspbi

epistaticky (Onengut-Gumuscu and Concannon, 2002).



1.4. Imunitni faktory

Autoimunitni onemockni je vysledkem selhani regulace imunitniho systému
Imunitni systém fedstavuje bezgaostni systém organizmu. Jeho ukolem je rozpozaani
efektivni odstraovani cizorodych latek, mikroorganizma abnormalnich bék. Tvori jej
bunky, které nmiizeme rozdlit na nékolik zakladnich tyf: lymfocyty (T, B, NK); myeloidni
buiky (monocyty, makrofagy, granulocyty) a dalSi drupiykladem uvedu dendritické bky.
Bunky imunitniho systému (IS) spolu komunikuji pi@stnictvim relativd malych
signalnich molekul — cytokin nebo vlastnim kontaktem skrz povrchové recept@i),(
TLR). Kazdy bugc¢ny typ Ize charakterizovat podle spektra exprimgeancytokini nebo

receptod. Imunitni regulace je spletith komunéka st

1.4.1. Imunitni faktory bunééné

Mezi burécné typy zapojené do vzniku T1D piamonocyty a jejich derivaty
makrofagy a dendritické liky. DalSim z kléovych typi jsou T lymfocyty.

1.4.1.1. Monocyty

Monocyty cirkuluji v krvi, kostni teni, slezig. Predstavuji biky IS vybavené
chemokinovymi receptory a receptory rozpoznavajicipatogeny. Tyto receptory
zprostedkovavaji migraci z krve do tkanéhiem infekce. Mezi efektorové funkce monacyt
pati produkce prozaitlivych cytokini a fagocyt6za bustnych a toxickych molekul. Asi
nejzajima¥jSi na monocytech je jejichschopnost rozliSovat se do zastlivych
denedritickych bugk nebo makrofag Diferencuji se s vysokowiinnosti them zastlivych
stavi. Migrace monocyt do tkani a jejich diferenciace na dendritickélunebo makrofagy
je ukena zastlivym prostedim a pitomnosti patogan Monocyty a biiky vSeobec# tyto
signaly rozeznavaji pomoci svych povrchovych rem@ptV zavislosti na nebezpie které
organismu hrozi, se monocyty dokazou diferencowaditbkého spektra efektorovych kiln
s antipatogennimi dinky. Podileji se proto jak na obraproti viraim, tak proti mikroim
(Taylor and Gordon, 2003).

Cirkulujici monocyty jsou tizné, maji nestejnou expresi recepta rozdilnou
fagocytarni schopnost. V sgasnosti rozliSujemeftit subpopulace monoayt klasickou,
neklasickou a f@chodnou (intermediate) na zakdaohiry exprese receptibrCD14 a CD16
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(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). CD14 je korecepto TLR4 a MD2 (lymfocyte antigen 96,
asociovan s TLR, umagje reakci na LPS). CD14 se podili na detekci badtdho LPS
(Hailman et al., 1994). CD16 je fceceptorem vazajicim IgG protilatky (Hazenboslet a
1996). Klasické monocyty vykazuji vysokou expresiaptoru CD14++, CD16 neexprimuji
(CD16-). Koexpresi CD14 a CD16 vrozdilném pgom (CD14+ CD16++) nalezneme
u monocyli neklasickych a uiechodnych (CD14++ CD16+) je peém CD14/CD16
pievraceny (Passlick et al., 1989). Monocyty jsougsimnalnimi fagocyty. Exprimuji MHC
. ttidy, receptory pro oblast Fc imunogloblinu (CD64)32), receptor pro IFN-a dalSi
cytokiny. Komunikuji s lymfocyty jako APC (MHC I. B ttidy).

Aktivované lymfocyty pak vylauji faktory, které ovliviuji funkce a diferenciaci
monocyti a jejich derivai. Cytokiny tvdené monocyty a jejich derivaty zase ouiliyi
odpowdi lymfocyti. Maji tedy Gstedni vyznam pro zahdjeni a regulaci imunitni oggpoa

jsou vyznamnym zdrojem sekretovanych cytdkin

1.4.1.2. Dendritické buiky

Dendritické buiky (DC) jsou povaZzovany za ne&jangjsi buiky predkladajici antigen.
V organismu se vyskytuji ve dvou forméch: zraléearalé. V nezralém stavu jsou vysoce

fagocyticky &inné, jako maturované disponuji velkou kapacitaadpkovanych cytoki.

Nezralé DC pibézreé pohlcuji odunbelé buiky zdravych tkani a molekuly rozpegeé
v meziburcné tekutig. Pohlcené molekuly zpracuji a nasléde prezentuji na svych
povrchovych MHC molekulach. T lymfocyty, které peatované autoantigeny rozeznavaji,
jsou zcela utlumeny nebo se z nichifvegul&ni lymfocyty (Treg. Treg imunitni reakce &ci
danému autoantigenu aktivnpotlaiuji (Dieckmann et al., 2001). Vyznam nezralych
dendritickych busk spa@ivé také v zachovavéani tolerana&vlastnim tkanim. Zralymi se
DC stavaji po rozeznani nebezpého podstu pro organismus (patogen,iia zahynula

nekrozou).

Zrajici DC ztraceji schopnost pohlcovédstice, zvySuji expresi MHC protéin
kostimula&nich molekul (CD80, CD86), adhezivnich molekul @ao&ynu (IL-1, IL-6, IL-12,
TNF) (Mihret et al., 2011, Lépez-Albaitero et &Q09). Stavaji se tak vysoceinnymi APC.
Pouze zralé DC dokazou aktivovat naivni lymfocytgdy ty, jeZ se doposud nesetkaly
s antigenem). Zralosti dendritické ity dosahuji Bhem 48 hodin a to ireverzibiin Ve
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zralém stadiu vydrzi 2 az 3 dny a pak hynou apapt&Chen et al., 2007). Hlavnimi
rastovymi a diferencignimi ristovymi faktory jsou IL-4 a GM-CSF (granulocyte
macrophage- colony stimulating factor (Martinez at, 2012, Hettihewa, 2011). DC
exprimuji WtSinu toll-like receptar (TLR). Takto charakterizovana subpopulace DCekya
ozna&ovana jako myeloidni (mDC).

DalSi znamou subpopulaci jsou plazmacytoidni D@Q)ps mtistovymi faktory CD40L
a IL-3. Na svych povrSich exprimuji hlavreceptory nukleovych kyselin TLR-7, TLR-9. Po
setkani s viry produkuji velké mnozstvi interferan(Kawai and Akira, 2006). Také u nich
dochazi po stimulaci k maturaci afepené v inné APC pro antigern specifické
T lymfocyty.

1.4.1.3. Makrofagy

Jsou to rezidentni tkaveé buiky, zapojené do tkéové homeostazy prasdnictvim
fagocytdzy apoptotickych bék a produkce tstovych faktoi. Makrofagy jsou vybaveny
Sirokou Skalou receptdr rozpoznavajicich patogeny, dik§emuZz s vysokou dinnosti
fagocytuji a indukuji produkci zétivych cytokini (Alleva et al., 2000). Makrofag byva
prvni buikou imunitniho systému, ktera se dostavathe o mista zanu. Provadi tam
rychlou a nespecifickou reakci (Hutchings et a@9@). Jeho zakladni funkci je fagocytéza,
od které se odviji jeho dalSi funkce. Sen¥ipptezentace antigenu T lymfoéyt, regulace
zaretu, destrukce mikrooganism odstraovani mrtvych buék a cytotoxickd reakce.

Stimulaci T lymfocytt se podili na iniciaci adaptivni imunity (Stosictgcic et al., 2008).

1.4.1.4. T lymfocyty

T lymfocyty jsou KklIEovym hr&em ve vyvoji T1D. Interaguji s makrofagy,
dendritickymi buikami ap buikami pankreatu a spales vytvareji spletitou si vzajemnych
regulaci. T lymfocyty mohou &it B bunky, stejré tak ivytv&et klony zabraujici vzniku
T1D. T lymfocyt je sloZka adaptivni imunity. Dozéav brzliku. Négit p buiky maze gimo
kontaktem biikka-buika nebo progednictvim cytokid. Podili se na regulaich
mechanismech, migraci a maturaci &imespecifické imunity (Tsai et al., 2008). Krém
jinych na svém povrchu exprimuje T kigny receptor (TCR). Pomoci TCR rozpoznava
antigeny navazané na MHC (Stone et al., 2009)nfdgyty se na zakladpovrchovych CD
markei rozliSuji do rkolika typa. Ty (helper, pomocné) lymfocyty stimuluji préstinictvim
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cytokini imunitni reakci. Roz&luji se na T — prozastliveé, stimulujici bugcny typ
odpowdi, a Ty, — humoralni, jez spolupracuji s B lymfocyty a tapoluprace vede az
k B lymfocytarni tvorlks protilatek. Takoveé roztdeni je zn&né zjednoduSené, protoze existuje
cela plejada fechodnych 1 typa (Szczypka et al., 2012). DalSim typem e (Eytotoxicky

T lymfocyt) schopny riit buiiky napadené viry nebo parazity (Milstein et al.1@0 Na z&ur

je treba uvést kg (regulni) Ty lymfocyty.

1.4.2. Mediatory

Regulatorem buitné komunikace jsowcytokiny. Obecr je lze charakterizovat
nasledovi. Z biochemického hlediska jde o glykoproteiny. dlibové buky pasobi reakci
s pisludnym povrchovym receptoremgibné jsou jiz pi extrémr nizkych koncentracich
(10° az 10" M). Uginky cytokini jsou pleiotropni (mnohoiznych ®&inki) a redudantni
(vice cytokini se stejnym &inkem) (Vlahopoulos et al., 1999). Piadu &eli je Zejme nutné
koordinované spolusobeni #kolika riznych cytokim. Tyto slozité a dosud malo
prozkoumané synergistické a antagonistické interakecytokinovém systému ozhigeme
jako cytokinovou si. Produkovany jsou mnozstvim kiknrizného typu (Yeung et al., 2012).
Z evolwniho hlediska jsou zkaé konzervované, nepodléhaji vyraznym émam kEhem

fylogeneze (Zdanov et al., 1995).

Klasifikace cytokii je slozita vzhledem k pleiotropnosticiaka a diverzit
produkujicich bu#k. V praxi se cytokiny &i do rekolika skupin, které sadast&né
prekryvaji. Pati sem hematopoetick@&stové faktory, interferony, interleukiny a chemakin
Napri¢ touto klasifikaci Ize vytvit skupinu prozaétlivych cytokini, podporujici zagtlivou
reakci IS, a skupinu cytokinpodporujicich bu&né zprostedkovanou (1) odpovd’. Mezi
prozaritlivé cytokiny pati: TNF, IL-6, IL-1 a af, IL-8, IL-12, IL-18, IL-19, IL-22, IL-33,
MIF (Yeung et al., 2012). Ve druhé skupise uplatuji: IL-1, IL-2, IL-15, IL-16, IL-23, IL-
27, 1L-31, CD70, IFNy, GM-CSF, TNF, IL-18 (Johnsen-Soriano et al., 2010).

Cytokiny pisobi skrze své receptory, které se skladaji ze ,dwvekdy i tii
podjednotek. Jedna z podjednotek specificky vazmkay, zatimco zbylé podjednotky
zaji¥uji spojeni se signalizaimi intracelularnimi molekulami. Signaliai podjednotka
byva sdilena &kolika niznymi cytokinovymi receptory. Na zakladchto sdruzeni dujeme
cytokinové receptorové rodiny. Jedna zrodin ifld@gd sdruZuje receptory pro IL-3,
GM-CSF a IL-5 (Eizirik et al., 2012).
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Mezi dalSi mediatory IS a kKlbhvé hr&e T1D pati ROS (reactive oxygen species,
volné kyslikové radikaly) &O (oxid dusnaty) (Lee et al., 2009). RO&pbi na biiku a jeji
nitroburéncné struktury, kdy toto gsobeni miva destruktivni a patologické nasledkySRO
jsou nestabilni molekuly s velmi kratkou dobou &xige a vysokou chemickou reaktivitou
vici okolnim strukturam. Jejich nestabilita a vysokémicka reaktivita je danaipmnosti
volného elektronu ve valéni vrst& elektronového obalu. Stabilita normalnich molejeul
dana existenci elektrén které se vyskytuji v elektronovych vrstvach vegmr. ROS maiji
afinitu predevsim k nenasycenym mastnym kyselinam, kteréhtoni sodasti bugcnych
membran. V fipact navazani kyslikového radikdlu na nenasycenou mastkyselinu
bunécné membrany dojde kKedani elektronu mezi radikdlem a mastnou kyselitause
stava radikalem a cely¢d predavani elektroh pokra&uje rettzow mezi jednotlivymi
chemickymi strukturami membrany az do doby, kdydddk jejimu UpInému rozruSeni a tim
k zaniku buiky nebo organely. ROSipobi také na protein - #pobuji agregadietézci, ktera
vyug'uje ve zndny v reaktivit a pisobeni protein Destruktivni dinky maji i na nukleove
kyseliny. NO pati mezi ROS, od ostatnich mediatme odliSuje schopnosti vélra rychle

difundovat pes membrany (Maechler et al., 1999).

1.4.3. Receptory

Receptory jsou transmembranové proteiny (membr@mochazi usek zhruba dvaceti
hydrofobnich aminokyselin) schopné zachytit naaodtularni strahligand, ke kterému maji
afinitu, a genést otom informaci do cytoplasmy. Na receptoavazuji mechanismy
interpretujici zminu jeho stavu. Takovym pochi fikame signalizéni kaskady. Nakonec
musi byt signal odstr&n. Klasifikovat receptory Ize na zakkadtruktury nebo funkce.
Funkeni skupiny spojené s T1D jsou antigérspecifické receptory (TCR) (Serreze et al.,
2004), adhezivni molekuly (integriny), receptorytalyni a chemokid, regul&ni
signaliz&ni receptory (CD4, CD8) (Tsai et al., 2008), reoeptmikrobialnich slozek CD14
(Cipolletta et al., 2005), TLR (Karumuthil-Melethdt al., 2008) a receptory prezentujici
antigen (MHC) (Serreze et al., 2004). V dalSichitcdgich bude detaithrozvedena strukturu
MHC a TLR.
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1.5. Exogenni faktory T1D

Zasadni ulohu negenetickych fakiqodporuje gkolik fakta. Mezi né paki neuplna
konkordance vyskytu T1D u monozygotnich dabja existence lokalnich epidemii T1D.
Pripady vyskytu onemoeéni se hromadi v misti ¢ase. Je dlouhodébzndmo, Ze se T1D
manifestuje vice na podzim a v 2imeZ na j&e a v l1é¢ (Waldhoer et al., 1997) (Karvonen et
al., 1996). Sezonalita je prajgbdobr zpisobena sezonnimi infekcemi a jeji vliv §p@

v urychleni dlouhodabtrvajici destrukc@ bursk.

Mezi rizikové faktory pat infekce enteroviry (Coxsackievirus typ B) a virem
zarctnek. Viry mohou zniit B buiky bud’ pfimo svym cytolytickym tinkem, nebo
spusénim autoimunitniho zau. Mohou patrad také dlouhodob perzistovat \B buinkach

a interferovat s jejich metabolickymi a sekwami funkcemi (Hy6ty and Taylor, 2002).

DalSi hlavni pedpokladané faktory jsou nutni faktory. Mezi & fadime kravské
mléko ve stra¥ kojendi. Krysy krmené proteiny kravského mlékalyasi tikrat casgjsi
incidenci T1D neZ krysy krmené semisyntetickou aliebez mlénych proteiri (Elliott and
Martin, 1984). Mezi kravské proteiny pebovinni sérovy albumin (BSA) (Miyazaki et al.,
1995) a howzi inzulin (Vaarala et al., 1998). Jako dalSi i faktor mize psobit vySsi

vék matky spolu s nizSim padim narozeni (Sumnik et al., 2004).

Mechanizmy, kterymi se exogenni faktory podilegi prolomeni autotolerance, jsou
rizné. MiZze se uplatnit molekularni homologie (Vreugdenhikak, 1998) nebo poSkozeni
tkani s uvoldnim sekvestrovanychti skrytych autoantigen Mozna je také indukce
interferoni s naslednou zvySenou expresi HLA molekul a tedenmvrejSi prezentaci
vlastnich skrytych autoepitGp Déle porucha produkce a regulace cytakan i vy¢erpani
piirozené imunity s naslednou repéienou aktivaci T lymfocyt (Hyoty and Taylor, 2002).
Negenetické rizikové faktory jsou jednotlislabé a je jich velké mnoZstvi. Riziko je tedy
rozdrobeno mezi Spatn definované faktory, jejichz jednotlivy figpivek je nizky.
Negenetické faktory jef¢ba studovat sifmlédnutim k faktolm genetickym. Na zakl&d
nédlezi slabych asociaci negenetickych faktaremohou byt navrZzeny Zadné preventivni

strategie.
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1.6. Zvireci modely

Modelové organismy vyrazmiispély k pochopeni procésvedoucich k rozvoji T1D.
Experimetald se T1D wvyvolavd hdito chemickymi latkami  (streptozotocin
a cyclophosphamid u geneticky vnimavych mysich kKipneebo genetickymi manipulacemi
(transgenni mysi). Dva hlod&vmodely BioBreeding potkanNon-ObeseDiabetes mysi)
nasly Sirokého vyuziti jako modelové organismy pachopeni patofyziologie T1D. Oba
modely se podobaji lidem. Jsou u nickitggmny ostiivkové AG-specifické CD4 a CD8
T lymfocyty a geneticka vazba k T1D. Stejjako u lidi jsou specifické genové produkty
MHC zapojeny do rozvoje T1D. Vedle MHC lokustigpivaji k rozvoji onemoai i ostatni
lokusy. Pro BB potkany jich neni m&gak 12 a u NOD mysSi bylo nalezeno vice jak 20
lokusi, které obsahuji néjklad polymorfismy v genech pro antigen cytotoxidk§/mfocyty,
IL-2, PTPN 22. Pro oba modely plati spgié gispéni enviromentalnich a genetickych
faktori v patogenezi T1D (Van Belle et al., 2009). Jednétnodely shrnuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Souhrn mySich modél'lD (Van Belle et al., 2009)

Modely indukované |Spontanni modely Transferigmnos) modely Farmakologické
patogeny modely
RIP-LCMV-GP NOD mysi NOD lymphocyty fenesené do Alloxan
(C57BI/6, Balb/c) immunodeficientnich NOD mysSi
RIP-LCMV-NP BDC2.5/B6g7 CD4+ BDC2.5 TCR Tggnesené Streptozotocin
(C57BI/6, Balb/c) do novorozenych mitat
HIP-LCMV-NP (NOD)|Dvoijité Tg-modely: Smarta CD4+ fenesené do PANIC-ATTAC mysi
DO011.10 x RIP-mOVARIP-LCMV-GP mysSi
P14 x RIP-LCMV-GP Ip14 CD8+ into RIP-LCMV-GP
TCR-HA x Ins-HA

Tg: transgenni; RIP: krysi insulinovy promotor; HIRIsky insulinovy promotor; OVA: Ovalbumin; BDC:
Barbara Davis Center; HA: Hemaglutinin; LCMV: virusymphochoriomeningity; GP: Glykoprotein;
NP: nukleoprotein; PANIC-ATTAC: apoptoZaburgk pankreatické osivki zprostedkovand cilenou aktivaci
kaspazy-8
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2. Genetika T1D

T1D je typickd multifaktorialni (sowiné misobeni genetickych a negenetickych

vlivi), polygenni (podil vice géma vnimavosti) choroba. Jeho vznik je vysledketarakce

genetickych a negenetickych fakioiGenetické faktory jsou zodpé&iné za fiblizné jednu

polovinu rizika (Kyvik et al., 1995). K tomuto panu se dosglo pomoci familialnich studii.

Poznanych ganc¢i genovych komplek asociovanych s T1D na zaktadelogenomovych

studii je okolodtyticeti (Barrett et al., 2009). Nejsiji je T1D asociovan s geny pro MHC

II. tridy. Tento podil dosahuje jedné poloviny (Undli¢rale, 2001). Ze vS8ech moZnych wliv

ma ¢tvrtinovy podil na vzniku T1D. Mezi dalSi geny asn@né s T1D pdt gen pro inzulin

INS, protein tyrozinfosfataz®TPN22, cytotoxicky T lymfocytarni antige@TLA4, receptor

pro IL-2 IL2R a geny pro transkrimi faktory Foxp3 a AIRE (viz dale). Lze se takékaét

s ozngenim gefi IDDMX (X je celécislo). Potom gen pro MHC Il ozrajemelDDM1 (Todd

et al., 1987),pro inzulin IDDM2. Pro nazornost fikladam tabulku s osmnacti T1D

asociovanymi lokusy znamymi v roce 2008.

Tabulka 3: Geny asociované s T1D (Cejkova, 2008)

Lokus Chromosom Gen/marker

IDDM 1 6p21 HLA

IDDM 2 11p15.5 INS

IDDM 3 15926 D15S107

IDDM 4 11913 ZFM1 (Zinc finger protein 162)

IDDM 5 6025 SOD2 (superoxid dismutase)

IDDM 6 18qg12-g21 DCC associated gene, ZNF236, bcl-2

IDDM 7 2931 NEUROD1
IGPR (islet specific glucose 6 — phosphatas
IL-1 gene cluster, HOXD8, GAD1, GALNT3

IDDM 8 6927

IDDM 9 3q21-025

IDDM 10 10p11.2-q11.2 GAD2

IDDM 11 14924.3-g31 ENSA (alpha-endosulphine)

IDDM 12 2933 CTLA-4, CD28 ICOS

IDDM 13 2q34 NRAMP1

IDDM 14

IDDM 15 6021 Transient neonatal diabetes

IDDM 16 14 Ig heavy chain

IDDM 17 10925 D10S1750-D10S1773

IDDM 18 5031.1-33.1 ILB12
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2.1. Genovy komplex MHC

MHC byl nejprve popsan jako soubor genejichz produkty jsou kéové pro
histokompatibilitu — schopnost transplantatihgjit se v organismu jiného jedince. Rozséhly
genovy komplex MHC kéduje krogrgenm pro MHC i geny pro &které slozky komplementu,
cytokiny (TNF), podjednotky proteazdimn podjednotky proteinovych pump a stresové
proteiny (HSP, proteiny tepelného Soku) (ObrazekC3lkem obsahuje vice jak 220 gen
Nachazi se dlovéka na kratkém raménku chromosoms (6p21.3) (ndzev HLA ~ human
leukocyte antigen) a u mySi na chromosamii7 (H-2) fttp://hla.alleles.org/

Chromosome &
Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
Gp21.1-21.3

Class I Class Il Class |

| | B Il |

DpP DM DQ DR C4 C2HspTOTNF B C E AGEF

Obrazek 2: Genova mapa HLAgvzato z: (URL 1)

2.2.  PolymorfismusHLA

HLA systém je nejpolymorf)si znamou oblasti lidského genomu. Existuji desitk
stovky az tisicetiznych alelickych forem jednotlivych izotypNagiklad v dubnu roku 2012
bylo zndmo 165 alel DQB1 a 1094 alel pro gen DRBp(//hla.alleles.org/ Tyto alelické
formy se @di kodominants, takZze jedinec m& na povrchu svych dupo dvou alelickych

formach HLA-DR, -DQ atd. Jednotlivé alelické fornse mezi sebou odliSuji v zé&ng
n¢kolika aminokyselin n€psgji ve vazebném mistpro antigen (AG) nebo jeho nejblizSim
okoli. Alely se #idka liSi jen v jednom nukleotidu, naopak das€jSi paiet substituci mezi
dvéma nahod& vybranymi alelami je 10-20. Tak se nositetemnych alel liSi v repertoaru

antigerii, které ungji s dostaténou afinitou vazat a prezentovat (Salamon et 8091
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2.3. Funkce HLA

Z hlediska funkce jsou MHC glykoproteiny specialiané receptory na b&nych
membranach, které vazotasti peptidovych AG a prezentuji je T lymfoayt. Ty je
rozpoznavaji pomoci svych TCR (Serreze et al., 2004

2.4. Klasifikace a exprese HLA

Podle funkce, vyskytu a syntézy se molekuly HL& aha dw t¥idy, prvni a druhou.
Molekuly HLA |. ttidy prezentuji peptidy zejména intracelularnihdvguu, a to CDS8
(cytotoxickym) T lymfocyim. Exprimovany jsou vSemi jadernymi itkami organismu
(Panter et al., 2012). Molekuly HLA II.fitly prezentuji peptidy CD4 (pomocnym)
T lymfocytim a to peptidy fivodu extracelularniho a membranového. Za fyziokogib
podminek se exprimuji jen naikéch prezentujicich AG (DC, monocyty, MF). HLA titidy
tvori pét izotypi: DR, DQ, DP, DM a DO (van Ham et al., 1997). Pigpdzice k T1D je
dulezita alela DQ a jeji riziko je modifikovano alelpro DR (Sanjeevi et al., 1996). Exprese
HLA-DR molekuly je obec# asi ofad vy3Si nez HLA-DQ, ktera ma zaseéad vysSi expresi
nez HLA-DP (Teyton et al., 1987).

2.5. Struktura HLAI. t Fidy

HLA IlI. tridy se skladaji ze dvou nekovalehtasociovanych transmembranovych
podjednoteko a . N-terminélni domény obotettzci (o a p1) spol€ne vytvareji vazebneé
misto pro peptidy (Brown et al., 1993).

Geny kodujicitetézce a se oznauji pismenem A" (DQA1), zatimco prietzce

pismenem ,B“ (DRB1), viz Obrazek 3. Geny gekzce jsou polymorfijsi, fettzcef jsou

tedy strukturg raiznorodjSi neZa fetézce (Jonsson et al., 1987).
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Obrazek 3: Struktura molekuly MHC Il fily Prevzato z: (URL 2)

2.6. HLA asociace s T1D

Riziko diabetu je primamh uréeno genotypemHLA-DQB1, DQA1l s g@ispenim
subtypi DRB1*04, pokud je alela DRB1*04iftomna (Aly et al., 2006, Erlich et al., 2008).
V oblasti DQB1 jsou vyznamnymi rizikovymi faktorytgrevsim alely DQB1 G302 (pro
severské populace) a DQBX* (v jiznich populacich) (Erlich et al., 2008). Maclsmus
rizika prindSeného HLA-DQ spiva v gitomnosti rkterého z kédovanych heterodimer
HLA-DQ, piicemz jejich efekt nelze jednoduSe v§Bi pritomnostic¢i absenci jednotlivé
aminokyseliny v danéniietzci (Rgnningen et al., 1991a). Rizikovost nebo gktivita je

piinaSena celym heterodimerem DQ (Wegener et al2)199

Silnym protektivnim faktorem v oblasti DQBL1 je laldoQB1*0602 (Pugliese et al.,
1995). Alela DQB1*0602 je jedina z aletznych DR2 haplotyfp, ktera je pitomna na silé
protektivnich haplotypech konzisteatnv populacich kavkazskych, asijskych, africkych
i mexickych, coz dokazuje jeji priméarni roli. Prkiigita DQB1*0602 se jevi dominantni nad
vlivem ostatnich molekul a chranitgad destruktivnim gibéhem inzulitidy: osoby
s DQB1*0602 mohou mit autoprotilatky proti GAD63g ayto protilatky u nich mohou
pietrvavat mnoho let, aniz by zhkly destrukci bugk (12th International HLA workshop,
1997).
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DQAL je stejk jako DQB1 priméarni faktor, ¢koli to neni z analyz europoidni
populace ihnediejmé. Jeden zidkazil maze byt mezipopukami srovnani, kdy v afro-karibské
populaci DRB1*07-DQB1* 02 haplotyptmasi riziko T1D, zatimco tento haplotyp neni
rizikovy u europoidni populace. Rozdil meamito dwma haplotypy je pravv DQA1L alele:

v afrokaribské populaci je to DQAQ301, kdeZto v europoidni je to DQAQ2 (Rgnningen et
al., 1991b).

Efekt molekuly DQ je modifikovan subtypem alellpRB1*04 nesené na
DQB1*0302-DQA1*03-DRB1*04 haplotypu. ®&né subtypy DRB1*04 jsou asociovany
s rizikem, které se navzijem zasadidi. DRB1*0403 a DRB1*0406 jsou znamy jako siln
protektivni faktory (nap proto DQB1*0302 neni v Japonsku rizikovétsma Japonc
nesoucich DQB1*0302 nese téZ DRB483 nebo 0406, DRB1*0404 je neutralni a riziko
stoupa wact DRB1*0402- DRB1*0401- DRB1* 0405 Rizikovostéi protektivita rekterych
z téchto alel neni univerzalni (Ge et al., 2011).

Mira genetického rizika se odrazi nejen v tom, phnec diabetem onemocni, ale
i v dok® manifestace diabetu. T1D je vtomto ohledu kligidketerogenni onemoémni. Je
znéamo, Ze mezi pacienty manifestujicimi se v rad&stvi je vice gkterych rizikovych alel,
haplotypi ¢i genotym neZz u paciefit manifestujicich se po#jl nebo v dosplosti. Ani
protektivni efekt alely DQB1*0602 neni u pacikenmanifestujicich se v dos8jpsti tolik
patrny (Graham et al., 1999).

2.7. Non HLA geny

Nejvyznamuji jsou z non-HLA gei asociovany s T1D geny bezpih@sire spazené
s T lymfocyty. Vyjimku pfedstavuje gen praonzulin a AIRE. Kuprikladu gen kodujici
transkrigni faktor FoxP3 (forkhead box protein) méa supresivriinky na vyvoj Teg a tedy
i svij podil na tvorks self-tolerance. Defektni alelffoxP3 jsou asociovany s rozhymi
autoimunitami (Bandukwala et al., 2011). DalSi gersouvislosti s T lymfocyty koduje
receptor IL-2 (L2RA), protoze tento cytokin ovlilje rist a eziti T (Qu et al., 2007).
Asociacis T1D vykazuji také gen pro T lymfocytarmintigen CTLA4, Cytotoxic
T Lymphocyte Antigen) (Nistico et al.,, 1996) a gen pro jeden z inhihitoaktivace
T lymfocyti (PTPN22, Protein Tyrosine Phosphatase, non-receptor type(Ba&ini et al.,
2006)
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Gen pro transkrigni faktor AIRE (Autoimmune Regulator) exprimovany v thymu
medularnimi epitelidrnimi bikami mé& vliv na vznik autotolerance tim, Ze uing2
transkripci gefi, které vytvéeji bilkoviny obvykle exprimované jen v perifernitkénich.
Transkrigni faktor AIRE je tvden také v dendritickych lkéch. Inzulin exprimovany
AIRE+ dendritickymi butkami a gedkladany T lymfocytm v thymu umo#uje negativni
selekci jejich inzulin-reaktivnich klagn(Grupillo et al., 2012).

Asociace T1D a genu pro inzulin je zaloZena na j&riabilnim pdtu tandemovych
repetic (VNTR) v promotorové oblasti genu. Délka MRl v promotoru ovliviuje miru
transkripce genu. Formy s delSimi VNTR jsou pale iwtSi mie k dispozici p utvareni
autotolerance vthymu (Barratt et al., 2004). Timlivawuji Us@sSné ustaveni centralni
tolerance vci inzulinu a zvySuji tak nebo snizuji riziko vznikliabetu. Protektivni varianta
inzulinového genu s dlouhymi VNTR se chova domin&anbad alternativni variantou
rizikovou (Anderson et al., 2002).
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3. Monocyty - kli¢ovi hraéi mnoha tvari

V této kapitole pedstavim zejména molekularni mechanizmy migraderaticiace
monocyti, cytotoxického psobeni makrofdg rozvoj autotolerance prdstdnictvim
dendritickych butk. Odpowd monocyti na signaly z prostdi je znané plasticka (rozdily
v expresi molekul, diferenciace). Molekularni meubkeny stale #éstavaji do jisté miry
zahaleny tajemstvim, ale mnohé je zndmo. Wbrahjsekolik studii, kterymi se pokusim

mechanizmy fbliZzit.

3.1.  Vyvoj monocytu a jeho prekurzory

Progenitory a diferencované hiné populace lze pozorovat pomoci vicebarevné
(multi-color) fluorescence. Barevné odliSeni jeozaino na rozdilné expresi povrchovych
proteini. Touto metodou Ize nastinit vyvoj monoiyh vivo (Varol et al., 2009). Ziskana data
nazn&uji, Ze monocyty, makrofagy a dendritické&iky pochéazejin vivo z hematopoetickych
kmenovych buék (hemattopetic stem cell-derived progenitor) naefigich se v kostni
dieni. Tyto multipotentni kmenové bky se postuph diferencuji na spotmé myeloidni
prekurzory (CMPs, common myeloid progenitors), prekry granulocyt — makrofag
(GMPs, granulocyte — macrophage precursors) a makoa makrofagové — dendritické
progenitorové biky (MDPs, macrophage — dendtritic cell progenitor8)DPs sdileji
s myeloidnimi prekurzory spaleé znaky a dale z nich mohou vzniknout monocyty a
prekurzory dendritickych bwk (common dendritic cells precursore — CDPs) (Liuak,
2009). Zvlastni otaznik tedy visi nad vyvojem déickych burek. Ty mohou vzniknout
nezavisle na monocytech, ale stefak se mohou z monodytliferencovat (Randolph et al.,
1998).

V kostni deni vyvinuvSi se monocyty vstupuji do krevnihctluly ze kterého ip
zaretlivych stavech vstupuji do tkani. Zde davaji vkt subpopulacim makroféag
i zarstlivych dendritickych bugk (Geissmann et al., 2003). Z kostriet jsou monocyty
rekrutovany pomoci chemokinu MCP-1, ktery rozezjiagaym povrchovym receptorem
CCR2 (Serbina et al., 2008).
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3.2. Prozarétlivy fenotyp

Wsettenim monocylt ziskanych z krve diabetika porovnanim s kontrolni skupinou
zdravych jeding se pomoci protilatek blokujiciaglinnost rekterych vytipovanych cytokiina
pomoci detekce mRNA do&p k tomu, Ze #které cytokiny jsou diabetickymi probandy
produkovany spontd®n Pati mezi ¢ IL-6 a IL-18. Tyto funguji jako induktory
prodiabetogennich gi; lymfocyti a podporuji jejich expanzivitu. Blokovani IL-6 &-1p
vyustilo ve sniZzeni gibu Tyy7 lymfocyti a také se snizilo mnozstvi IL-17, ktery fanito
lymfocyty produkovan (Bradshaw et al., 2009n vitro mél IL-17 prozartlivé a

proapoptotické &inky na buiky ostifivka (Honkanen et al., 2010).

3.3. Makrofagy

Makrofagy (MF) maji heterogenni fenotyp, jehoZizmorodost se odviji od
mikroprostedi, v rEmZz se nachéazeji. Fenotypem je myslena rozdilnaesgpproteif,
potazmo povrchovych receptorDiky nim miZze MF interagovat s okolim, kterym je také
zpetné utvden. Fenotyp charakterizuje rasihexprese cytokiy chemoreceptdra rozdilné
efektorové funkce. Ndjklad vin vitro kultute lidskych monocyi se podavanim GM-CSF
docili diferenciace v prozétivé makrofagy, podavanim M-CSF (macrophage-colony

stimulating factor) ziskame makrofagy imunomodulgFleetwood et al., 2009).

3.3.1. Patogenni role makrofédy

Ackoliv fada studii zdraziuje prevazujici roli T lymfocyi v patogenezi T1D, take
existuji prace, které podporuji zapojeni makréfagistologické studie popsalytipomnost
makrofags v ostiivkovych infiltratech NOD mysi. Inhibice influxu medagi do pankreatu
zablokovanim adhezivnich receptona pankreatickych ik&ch zastavila vyvoj T1D
(Hutchings et al., 1990). Nezbyva neZ si polozitz&ti, vcem sp@iva dilezitost gitomnosti
makrofagi pro vznik T1D. Jednou z moznosti je poskytovanfigemu autoreaktivnim
klonam T lymfocyti. Makrofagy by tak mohly iedkladat napiklad fagocytované zbytky
z B burgk napadenych a z#enych viry neboteba i podléhajicichdinému tkdovéemu obratu
(Trudeau et al., 2000). Kramzprostedkovani antigenu vSak makrofagy mohou byt
i efektorovymi butkami a gimo p buiky nicit, ¢i mohou fungovat jako rovnocenny spoluhra
T lymfocytim a na zaklad jejich vzajemnych interakci se podilet fiaeni autoimunitnich
déju probihajicich v pankreatu. Zngimé interakce si zaslouzi vice rozvést.
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Nejdiive je vSak nutné definovatinzulitidu. Jde o zatlivou infiltraci
Langerhansovych osivkt, kdy dochazi ke zvySenému lokalnimuitpku krve a k naboru a
hromadni aktivovanych leukocwyt Zargtlivé buinky se rekrutuji koordinovan migraci
z krevniho obBhu do tkani. Migrace jéizena chemokiny (Willcox et al., 2009). Receptory p
chemokiny byvaji sedmkrat membranou prochazejisfi@zené receptory (vdzou GTP).

Inzulitida je tedy charakterizovdna nahrorddh makrofag a T lymfocyt
v ostiivcich. Tyto buky za fyziologického stavu ¥¢hto p@&tech pankreas neokupuji, musi
proto existovat mechanismy, které stoji za jeji@dbarem. Zda jsou prvnimi infiltrujicimi
bunkami T lymfocyty nebo MF neni zcela jasné a moznapmdstatné. Oba ba&né typy
dokéazou produkovat chemokiny rekrutujici &himé bunky do ostiivka. Podle Cantora a
Haskinse diabetogenni CD4+ T lymfocyty jsou schoprarlukovat chemokin CCL1, jehoz
receptorem je CCR8 exprimovany na monocytech/mékfoli (Cantor and Haskins, 2007).
Tento ligand/receptorovy par je mezi savci jedime ve své specifnosti dané vysokou
vzajemnou afinitou, ktera nebyva vzdy obvykla (Roatsal., 1997). Charakteristickym
znakem chemokinovych recepiototiz je smiSend vazba skolika chemokiny. Interakce
CCRS8/CCL1 se zda byt kibvou i v jinych autoimunitach nez jen v T1D (Gorwat al.,
2007, Fife et al., 2001).

Makrofagy rekrutované do pankreatu jsou aktivovdngrodukci prozagtlivych
cytokinia. Aktivovany jsou prosednictvim IFNy a TNFe, které jsou exprimovany
T lymfocyty. Pod vlivem &chto cytokimi se tak z makrofdg stavaji cytotoxické efektory.
Aktivované makrofagy syntetizuji TN&-a IL-1B, které jsou cytotoxické pre buiky in vitro.
IL-1B spolu s TNFe nebo s INFy stimuluji B buiky k produkci oxidu dusnatéhim vitro
vyugujici v jejich smrt. TNFe. ma také schopnost up-regulace exprese adhezinmitdkul a

indukuje syntézu chemokinCantor and Haskins, 2007).

Déle lze charakterizovat aktivované makrofagy kiytovym profilem IL-12. Ten je
exprimovan ve  zvySené i uNOD mySi  oproti NOR kmém
(Non-Obese diabetes Resistant). Exprese mRNA pit2lk Langerhansovych o8trcich se
zvySuje umdrn¢ s destrukcp burgk, zatimcoin vivo neutralizace IL-12 blokuje rozvoj T1D.
Ucinek IL-12 pravépodobr spaiva ve stimulaci #;odpowédi mechanismem zvyseni
hladiny INF+ produkovaného inflitrovanymi diabetogennimi T lyoyty (Alleva et al.,
2000).
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Aktivované MF v pankreatu také produkuji chemoki@CL3 (MIP-1n), CCL4
(MIP-1B), CCL6 (C 10) a chemokinové receptory. Takovétoceptory vazou ligandy
exprimované diabetogennimi T lymfocyty, které talpovidaji na stimulaci svych TCR. Mezi
MF exprimované chemokiny gatCCR5 schopny vazat MIPeB,y a RANTES. NejvysSi
arovre syntézy dosahuje receptor pro CCR8 a to az 5 \ked nez v kontrolni skupén

makrofag izolovanych ze sleziny (Cantor and Haskins, 2007).
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Obrazek 4: Obrazek znazoije produkci prozéttlivych cytokind (TNF-o (A) nebo IL-13 (B)) produkovanych
makrofagy. Produkce byla analyzovanétpkovou cytometrii. Analyzovany byly dva klony: regpgenni BDC-
2.4 a patogenni klon BDC-2.5. Procenta u histogramédi podil makrofagpozitivnich pro vyrobu uvedeného
cytokinu. Revzato z: (Cantor and Haskins, 2007)

Na patogenni roli makrofagmé vyznamny vliv i MIF (macrophage migration
inhibitory factor) patici mezi prozéagtlivé cytokiny. Behem experimerit byly do NOD mysi
(akcelerované formy T1D) aplikovany anti-MIF pratky. Blokace vedla ke snizené
nachylnosti vzniku T1D &etre inzulitidy a snizilo se i mnozstvi apoptotickyghurek. MIF
je tedy nezbytny pro vyvoj T1D. Exprimovan jé&znymi druhy busk: aktivovanymi MF,
T lymfocyty, ale takétiznymi neimunitnimi biikami. Ve svych &incich je pleiotropni. Jeho
nedostatek vede k snizené proliferaci a adheziviidginfocyta. U aktivovanych makrofag
snizuje produkci cytokifh asociovanych s T1D (IL-12, TNé&- IL-1p) a steji pasobi i na
buiky Langerhansovych osirka, kde snizuje produkci IL-18, TNE; IL-1p a NO. Funguje
také jako stimulantthto burk a to pro expresi IL-4 a TGF-cytokini s inhibiénim &inkem
na makrofagy a{; lymfocyty (Stosic-Grujicic et al., 2008).
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3.4. Dendritické buiky

Jak je patrno zipdchozi kapitoly, k&nné destrukcip burgk je nutna dast
T lymfocyti. Tyto T lymfocyty musi byt patologické, schopnagevat proti viastnim tkanim.
U zdravych jeding jsou autoreaktivni klony eliminovany negativniedai v thymu, ve které
hraji dendritické biikky klicovou roli: pedkladaji AG. Ukuji, které T lymfocyty peziji a
vstoupi do obhu, a které budou utlumeny (anergie) nebaemy (apoptéza, fagocytoza).
Diky této dilezité roli v organismu mohou DC agobovat vznik T1D. Existuje mnoZstvi
odchylek v souvislosti s dendritickymi tkami, které jsou spojeny s T1D. Podsbjako
u makrofag, studium dendritickych bwhk a jejich interakci s ostatnimi fkami na
molekularni arovni inasi dilezité informace, jeZz maji potencial byt vyuZitpkeventivnim

zasalim proti T1D.

3.4.1. Autoimunitni reakce

ProtoZze jsou DC udezitym c¢lankem pro zachovani autotolerance, kterd je
protektivnim faktorem v souvislosti s autoimunitinichorobami, rozvedu blize tyto dva
pojmy. Imunitni systém ma schopnost rozpoznat A&stvlich tkani a reagovat n& Vede-li
takova odpowd’ k poskozeni tkan mluvime pak o autoimunitnim onemeain Autoimunitni
reakce (AR) miZze byt jak humoralniho, tak b&mého typu. V prvnim fipact dochézi
k tvorke protilatek. Burcné zprostedkované AR jsou charakterizovany poskozujicim
zaretem zpisobenym Ta Ty, lymfocyty, jejich cytokinovymi produkty a aktivaoiakrofag.
Vznik autoimunitnino onemo¢ni je podmign prolomenim autolerance, tedy mechariism
udrzujicich imunitni odpasd’ vici vliastnim tkanim ve fyziologickych mezich. Tolecanje
udrZzovana na centralni a periferni drovni. Nebézpeniku AR je zvladt velké u AG
specifickych mechanizin praw proto, Ze vznikd obrovsky repertoar receptariiznou
vazebnou specifitou na genové urovnékderé produkty vzniklé nahodnymi rekombinami

a mut&nimi procesy pak mohu byt snadno autoreaktivni.

3.4.2. Osidleni ostiivki, nezralé DC

Izolaci a zkoumanim ositrka izolovanych z mySich kménbyly ziskany nasledujici
informace. DC sedtSinou v pankreatu nachazeji v blizkosti cév a papyzde rkolik dni.
Prostednictvim svych vy&zka aktivine zkoumaji cévy a jejich okoli. Biky cév ostavku
tvoii na svém povrchu adhezivni molekuly CD54 (ICAM4)CD31 (PECAM-1), jez
interaguji s receptorem CD11, ktery je exprimovanpevrchu infiltrovanych dendritickych
burgk. Analyze byly podrobeny diabetické i nediabetickgSi kmeny. Rmérné se v jednom
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ostiivku objevuje 10 dendritickych btk. Pomoci protilatek lze zjistit, Ze exprimuji
CD1lba c, F4/80 (lidsky homolog je EMR1), MHC d CD80 (B7-1). Na povrchu

ostrivkovych dendritickych butk se exprimuji v hojné @ chemokinové receptory: CCR5,
CCR6, CXCR3 a CXCRA4. iP analyzach se zji®vala gitomnost ijinych povrchovych

molekul (CD4, ICOS-L, PD-L1 a 2, CD 40, CD 40L, B2 a 3, CCR7 a 9, CXCR2). Tyto
molekuly exprimovany nebyly nebo jen v minimalninmeustvi. Ziskana data nazod, Ze

DC izolované z ostivka jsounezralé (iDC, immature dendritic cells) (Calderon et aD08).

Podaval-li se steptozotocin (STZ) mySim, jehozkapi se navozuji slabé zlivé
stavy, doslo pakdhem rékolika dni k naiistu p@&tu dendritickych bu#k v ostfivcich. Osmy
den se pe&et dendritickych butk zdvojnasobil. Druhé skupinmysSi byl podavan nejen STZ,
ale byly také oza&ny radioaktivnim z&nim. Tato skupina vykazovala snizené&tpo
dendritickych buwk v ostitivcich. Za¥rem je, Ze fi zaretu se mnozstvi dendritickych b&n
v ostiivcich zvySuje. No¥ prichozi DC se diferencovaly z progenitoar kostni deeni a oproti
béZnému stavu exprimovaly na svém povrchu zvySenézeimoB7-2. Protein B7-2 (CD86)
je jednim zlena tandemu CD80/CD86 exprimovaného na povrchu antezentujicich
burék a poskytujici signal pro aktivaci &giiti T lymfocyti. Ty exprimuji na svém povrchu
receptory CTLA-4 a CD28, na které se jako ligand¢ivCD80 a CD86 (Calderon et al.,
2008).

3.4.3. Misto dje: lymfaticka soustava

Lymfaticka neboli mizni soustava&lovéka je jednosmrny systém vedouci
z mezibug¢nych prostor do krve miznimi cévami.étdi mizni cévy se oznaji jako
mizovody. Mezi lymfatické organy gatbrzlik (thymus), imunokompetentni organ pro
T lymfocyty. Mizni (lymfaticka) uzlina je s@asti mizniho okhu a funkné navazuje na
mizni cévy. V uzlinach dochazi k vychytavani ciztyrch latek a antigen Dosahuji velikosti
1 mm az 2,5 cm. Uzlina je sloZzena z vazivového dozliry a dens. V kafe a deni se
nachazeji zejména lymfocyty a DC. Korova vrstvaop derg (medulla) oddlena tzv.
parakortikdIni zénou, kde se zdrzuji T lymfocytydeZ nefastji dochézi k interakcim
dendriticka bitka — T lymfocyt.
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3.4.4. Maturaéni stadia dendritickych bunék, cross-talk s T lymfocyty

Interakce mezi dendritickymi likami a T lymfocyty hraje kéovou roli mezi
imunitni odpo¥di a toleranci. Komunikace mezntito buikami je komplexni, oboustma a
zprostedkovana cytokiny nebo b&mymi povrchovymi molekulami. Znalost reguidch
mechanismi imunitni odpo¥di vyvolané nebo inhibované préstinictvim dendritickych
burgk a jejich interakce sdy lymfocyty by mohla byt dlezitd pro vyvoj novych
imunoterapeutickych fstupi. PIné maturované DC stimuluji ji odpowd (efektorové
T lymfocyty), ktera je sila proliferativni. Maturované DC exprimuji ve velkéism MHC II.
tcidy, CD80 a CD86, a produkuji také velké mnoZstl2. DC mohou umoznit vznik
i supresorovym (CD8+) a &y (CD4+ CD25+) lymfocyim. Supresorové T lymfocyty
vznikaji po kontaktu s maturovanymi plazmatickyrmaturovanymi dendritickymi bitkami.
AG je navazadn na MHC Il a neni podpn signdlem nebezgie Supresorové T lymfocyty
exprimuji IL-10, jehoZ progednictvim utlumuji efektorové T lymfocyty. V zawisiti na
vlastnostech mikroprasdi DC vyzravaji viizné mfe. Popsany byly nezralé, modulované
i semi-maturované DC. Mezi faktory mikropriedi pati pfitomnost prozattlivych cytokini
nebo signadl nebezpéi, vitaminu D3, cyklosporinu (imunosupresivni 1ék)IL-10. Rizné
vyzralé DC se mezi sebou bobdenotypo¥ odliSuji, funkné je Ize rozdlit jednoduSe na

dvé skupiny: tolerogenni a efektorove. Jednotlivé tify jsou pedstaveny v Tabulce 4.

Béhem navozeni tolerogenniho stavu se tpjatIL-10. Risobi inhibéné na APC tak,
Ze down-reguluje MHC Il a kostimuai molekuly. Inhibuje syntézu proz&livych
cytokini. V dasledku toho DC pl& nematuruji — fisobi tolerogett DC maji mozZnost
inhibice efektorovych T lymfocyt depleci tryptofanu (nutrient). Deplece zvySuje dukci
kynurenovych metabolit (od kyseliny kynurenové). Tyto metabolity inhibyjroliferaci
T lymfocyti a indukuji supresi aktivaci GCN2 kinazy (Munn ket 2005). Zajimavosti je, ze
u mladych NOD mysi byl popsan defekt IDO (indolamiy3-dioxygenase) exprese
(Grohmann et al., 2003) a dale, Zejti ostiivkovych SEépua prodluzovala zvySena exprese
IDO (Alexander et al., 2002). Mozny podilipadé také na inhibni receptory dendritickych
burgk ILT3 (immunoglobulin-like transcript 3) a ILT4 (8iu-Foca et al., 2005).
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Tabulka 4: Pehled tym dendritickych bugk

TOLEROGENNI podporovany T vyskyt MHC Il IL-12  vyskytCD8 0, CD86 |jiny receptor
zralé pDC CD8+ vysoky +/-

nezralé pDC CD4+ CD25+ nizky nizky

nezralé mDC CD4+ CD25+ nizky nizky

TSLP-zrale mDC CD4+ CD25+ vysoky vysoky

modulované mDC CD4+ CD25+ nizky nizky IL-10 +
Semi-mature mDC CD4+ CD25+ vysoky +/- vysoky IL-10 +/-
EFEKTOROVE

piné maturované DC vysoky ++ vysoky

+ exprimovany, - neexprimovany, mature = zraly, pP@lazmacytoidni, mDC =myeloidni
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4. TLR

V posledni kapitole se budwnovat Toll like receptdm. Rodina TLR receptarse
sklada z vice nez desetena (Palladino et al., 2007) a sdili podobnost s rewem pro IL-1
(Rock et al., 1998)Hlavni efektorovou funkci TLR receptorv organismu je indukce
zéaretlivé odpowdi (Zhang et al., 2010). Bkam girozeného imunitniho systému uniioge
rozliSit cizorodé a nebezpee molekuly, tzv. PAMPs (Pathogen-Associated Mdhacu
Patterns). Mezi & pati proteiny, sacharidy, lipidy a nukleové kyselingsou odvozeny
Z patogen — vira, bakterii, hub a paragit TLR receptory jsou schopné vazat nejen takovéto
exogenni molekuly, ale také endogenni. Ty vznijdjo reakce na zé&ha poskozeni tkani.
Tato poSkozeni vznikaji obgjné v malé mife bthem ochranného tigobeni imunitniho
systému. Je-li reakce imunitniho sytémutimaprens silna, vyrazg poskozuje i vliastni tké&n
Mezi endogenni signaly gaheat-shock proteiny (HSP) (Ohashi et al., 20B0JGB1 (Park
et al., 2004)p defensin (Vora et al., 2004). Niaptji se vazou na toll-like receptory 2 a 4.

Pro patogenezi T1D se zdaji bylekité TLR 2, 4, 7, 8 a 9. TLR 9 je exprimovany na
endosomech plazmacytoidnich dendritickych diurDetekuje DNA (deoxyribonucleic acid)
s hypomethylovanymi CpG oétky (Zhang et al., 2010). Stimulace TLR 7/8 na
plazmacytoidnich dendritickych bkach vedla k odliSné signalizaci — zvySené expidBi1
(Meyers et al., 2010), kteryiie up-regulovat expresi INfa podporovat tak i burg¢nou
odpowd. Tato podpora se projevi zvySenymcmm proti-ostivkovych T lymfocyti a z ni
vyplyvajici destrukcep burgek (Montoya et al., 2002). Up-regulované mnozstJi-like
receptoéi 4 na monocytech a myeloidnich dendritickychikch vedlo k zvySené produkci
IL-1B, INF-y a CXCL 10, které spode¢ pati mezi prozagtlivé cytokiny (Meyers et al.,
2010). Aktivované toll-like receptory 4 také indyikiNF-xB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) signalizack-d8 pati do skupiny transkrignich
faktoni, které se vazi na promotory RNA polymerazy Il divawji tak expresi gehn
zapojenych do regulace prozélivé odpovdi. Mezi indukované geny gatmimo jiné geny
pro cytokiny TNFe, IL-1 a IL-6 (Haas et al., 1990, Shakhov et a8@90@). TLR 2 rozeznava
komponenty bakterialni &ty (lipoproteiny, peptidoglykany) a mira jeho exg®ebyla
zvySena u diabetikpodobr jako exprese toll-like receptind (Devaraj et al. 2008).

Klicovy vyznam TLR pro biiky ptirozené imunity pblizil Zhang (Zhang et al.,
2010). Podle & nepitomnost TLR niZze zamezit vzniku zdé&tlivé odpowdi. V jeho
pokusech s NOD mysSimi kmeny deficientnimi pro TLR-9nedochazelo k vyskytu T1D a
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nebo byl vyskyt Wase oddalen v porovnani s TLR 9 +/- sourozenci righet al., 2010).
Stejreé tak mySi nachylné k lupus erythematodes byly ckmgimred rozvojem onemoeni,
pokud byly TLR 7 deficientni (Christensen et ab08)

Vyznam TLR receptoé pravdpodobré nespdiva jen ve schopnosti rozpoznat
nebezpé a zahajit odpou!’, ale také ve schopnogiidit vyvoj dendritickych bugk. Jak
naznila experimentalni data, dendritické iy tvorily rozdilné cytokiny v zavislosti na
signalech zprogtdkovanych TLR receptory (Edwards et al., 2002). r&kci na
mycobacterium tuberculosis produkovaly IL-12. Naopak, pokud se nachazely ospedi

s usmrcenymi kvasinkami, exprimovaly IL-10 (Edwaedsl., 2002).
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5. Zawr

Snad kazdy v ZiveétslySel slovo diabetes nebo imunita. Ve své prgain se pokusil
shrnout dleZité poznatky o vlivu monocytv patogenezi T1D. Vliv monocytize studovat na
mnoha Urovnich. Za vznikem T1D stoji genetické pdz&které je s monocyty sin
asociovano. Riziko s t&haz ¢tvrtinovym podilem pedstavuji MHC glykoproteiny Il.ridy,
které jsou exprimovany na monocytech. Rimékjsou s MHC spojeny i TLR. O genetickém
riziku je zndmo, Ze vytwé pozadi, které duje miru rizika kazdého jednotlivého probanda.
Konezn¢ az iniciani podrét z vrejSiho prostedi nebo z vlastnih@la nastartuje autoimunitni
onemockni. Vyzkum na molekularni arovni v oblasti MHC, TLRiferenciace monocfta
puasobeni dendritickych bwk na vznik tolerance povazuji z&iposny. Ve své diplomové
praci bych se rddémoval analyze genové exprese mond@antiené na cytokiny, receptory,
ale takeé transkrimni regulatory a geny s podilem na diferenciacioTatalyzy |ze provad
s humannimi vzorky krve. Za velkou vyzvu povazujzkum dendritickych butk béhem
jejich pasobeni na vznik &, lymfocyti. Zajimavym cilem by mohlo byt vytveni self-kultur
Treg lymfocyth in vitro, které by po z§tné aplikaci do probanda mohlyigpbit preventiva
proti vzniku T1D.

Monocyt mé veliky potencial pro patogenezi T1D. pdcientt s T1D jako tzv.
akcesorni bika rozviji zast v bunkach pankreatu. Produkci cytokirvytvéri zaretlivé
mikroprostedi, rekrutuje T lymfocyty ®ici p bunky anebo je rii sam. U zdravych jediric
neni porusen proces tvorby autotolerance. Monosgtpodileji na bezném tkd@ém obratu,
fagocytuji bugéné zbytky a utuji, ktery z T lymfocytarnich kloin pieZije. Eliminovany jsou
autoreaktivni klony.

Imunitni odpo¥d’ vznika souhrou slozek specifické i nespecifickéunity a stejg
takova souhra stoji za vznikem T1D. Monocyt a jdedvaty funguji jako efektorové hky
nespecifickych slozek, ale zrovna tak zajjs komunikaci s imunitou adaptivni. Monocyt je

dulezitym komunikatorem a jeho aberantni fenotyjZeveést k patologiim.
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