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Anotace

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je organové specifické autoimunitni onemocnéni, pfi kterém dochazi
ke zni€eni insulin produkujicich beta buné¢k Langerhansovych ostrivkll imunitnim systémem.
Destrukce téchto buné€k je dlouhodoby proces, k jehoz iniciaci dochazi mésice i roky pied klinickou
manifestaci. Hlavni roli v ném hraji T lymfocyty, ale podili se na ném i dal$i bunky. Typicka je
ptitomnost autoprotilatek v krvi a to uz pted propuknutim onemocnéni. V soucasné dobé probiha
intenzivni vyzkum s cilem ur€it jedince ohrozené vznikem tohoto onemocnéni a vyvinout jeho

ucinnou prevenci.

Béhem svého postgradualniho studia jsem se zabyvala hlavné moznostmi predikce a prevence DM1.
Zkoumali jsme zavedené markery automunitniho procesu, autoprotilatky, a to, zda reflektuji bunéénou
reaktivitu k autoantigenim GADG65 a IA2. Zjistili jsme, ze reakce na autoantigeny je velmi
individualni a je ovlivnéna autoprotilatkovym profilem pacientti, coz ma vyznam v planovani antigen
specifickych imunointervenénich studii a zvyseni efektivity téchto 1é¢ebnych postupti. Dale jsme se
snazili o zlepSeni specificity a senzitivity markeru destrukce beta bun¢k (specificky demethylovana
DNA), ktery by ptispél k poznani dynamiky ubytku beta bunék a umoznil 1épe vytipovat jedince
ohrozené rozvojem DMI1. Pro u¢innou prevenci tohoto onemocnéni je diilezité dobte popsat jeho
patogenezi, proto jsme mimo jiné zkoumali zmény v zastoupeni B lymfocytarnich subpopulaci u
diabetikl pii manifestaci, dlouhodobé 1éCenych a jejich zdravych ptibuznych. Nejvétsi odchylky jsme
pozorovali u Casnych vyvojovych stadii B lymfocytti. Kromé toho jsme se zabyvali propojenim

imunitniho systému a metabolickych zmén provazejicich DM1.

Ptes intenzivni snahu o vyvoj preventivni 1écby DM1 jsou vSechny pokusy zatim viceméné netispésné.
Nespecifické tlumeni imunitniho systému je spojeno s nezadoucimi ucinky a antigen specifické
postupy jsou v soucasné dobé neucinné. Pro efektivni prevenci tohoto onemocnéni je potieba 1épe
poznat dynamiku a patogenezi autoimunitniho procesu a prizpusobit terapii na miru jednotlivym

pacientiim.



Annotation

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an organ-specific autoimmune disease characterised by autoimmune
destruction of insulin-producing beta cells in the islets of Langerhans. It is a long-term process
initiated months or even years prior to the clinical onset. The main role in the pathogenesis is played
by T lymphocytes but other cell types are involved as well. The presence of autoantibodies in the
circulation is typical even before the disease onset. Nowadays, intensive research is focused on finding

individuals at risk and developing an effective prevention.

During my postgraduate studies I was involved mainly in the research of T1D prediction and
prevention. We investigated the relationship of established autoimmune markers — autoantibodies —
and the cellular reactivity to GAD65 and IA2 autoantigens. We discovered that the reaction to
autoantigens is very individual and it is influenced by the patient‘s autoantibody profile. These results
could be relevant in planning antigen-specific immunointervention studies and improving their
efficacy. We also made an attempt to improve specificity and sensitivity of a beta cell destruction
marker (specifically demethylated DNA), which would enable better understanding of the beta cell
decline and identification of individuals at risk of T1D development. In order to develop efficient
prevention of the disease it is important to understand its pathogenesis. We therefore studied changes
in B lymphocyte subpopulations in peripheral blood of patients at disease onset, long-term treated and
their healthy relatives. The most distinct differences were seen in in the early developmental stages of
B lymphocytes. We also addressed the interconnection of immune system and metabolic changes that

accompany T1D.

Despite the intensive research, all the attempts to prevent T1D made up to date were more or less
unsuccessful. Unspecific inhibition of the immune system causes adverse effects and antigen-specific
treatment is as yet inefficient. Better knowledge of dynamics and pathogenesis of the autoimmune

process and personalization of the therapy is vital for successful prevention of T1D.
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1 Uvod
1.1 Diabetes mellitus 1. typu

1.1.1 Definice DM1

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je orgdnovée specifické autoimunitni onemocnéni, pii kterém dochazi
ke zniceni beta bun¢k Langerhansovych ostrivki pankreatu imunitnim systémem. Disledkem je
nedostatek insulinu, hormonu zasadniho pro regulaci glukdézového metabolismu. Insulin ma v téle fadu
ucinkd, z nichz nejdulezitéjsi je regulace transportu glukézy z krve do bunék. Absence insulinu vede

k hyperglykémii a nedostatku glukézy v bunikach. Mezi hlavni ptiznaky onemocnéni patii vahovy
ubytek, zvySena zizen, ¢asté moceni a inava. Neléena hyperglykémie vede k tvorbé ketolatek

v organismu (tzv. diabeticka ketoaciddza), celkovému metabolickému rozvratu, naru$eni védomi,

kématu a smrti.

1.1.2 Lécba a komplikace

V soucasné dob¢ neni dostupna zadna kauzalni 1é¢ba a pacienti jsou tak dozivotné zavisli na
substitu¢nim podavani insulinu v injekéni formé. Navzdory substituci insulinu je ale obtizné
dosahnout zcela fyziologické koncentrace glukozy v krvi a pacienti se tak potykaji s fadou akutnich i

chronickych komplikaci.

Mezi akutni komplikace patii hypoglykémie, hyperglykémie a diabeticka ketoacidoza. Hypoglykémie
vyvolana nepfimétenou davkou insulinu, nadmérnou fyzickou namahou nebo nizkym piijmem
potravy, miiZze vést az k zZivot ohrozujicimu hypoglykemickému kématu. Diabeticka ketoacidoza
vznika pii nedostatku insulinu, kdy jsou jako nahradni energetické zdroje mobilizovany mastné
kyseliny, jejichz st€penim vznikaji ketolatky. Velké mnozstvi ketolatek v krvi zpiisobuje metabolickou
acidozu. Pii ketoaciddze je v krvi také nadbytek glukozy, ktera nemtlize v potfebné mife vstupovat do
bunek. Tato hyperglykémie je jeSté zhorSovana jaterni glukoneogenezi, ktera neni dostatecné
blokovana insulinem, ale je naopak stimulovana zvySenou produkci stresovych hormonti (kortizol
atd.). Chronické komplikace jsou vysledkem dlouhodobého ptlisobeni hyperglykémie. Zvysena
glykémie navozuje neenzymatickou glykaci proteint, kterd narusuje jejich funkci a také zhorsuje
oxidativni stres organismu. Dtsledkem je poskozeni cév, které se nejcastéji projevuje jako postizeni
ledvin, sitnice oka, nervii (tzv. diabeticka mikroangiopatie) a akcelerovana aterosklerdza
(makroangiopatie). I ptes pokroky v 1é¢bé vede DM 1 k vyznamnému snizeni kvality zivota jedince a

predstavuje vyznamnou zatéz i ze socioekonomického hlediska.
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1.1.3 Epidemiologie

DMI1 se mize vyvinout v jakémkoliv véku, Cast&jsi je manifestace v détstvi a Casné dospélosti.
Nejvyssi incidence je ve vétsing populaci v obdobi puberty. Celosvétove se incidence DM1 zvysuje
zhruba od druhé poloviny 20. stoleti [1]. Zatimco vétSina autoimunitnich onemocnéni postihuje spise
zeny, u DM1 je patrna mirna pfevaha mezi muzi [2]. Incidence a prevalence DM1 se velmi lisi podle
geografickych podminek. Nejcastéjsi je DM1 ve Finsku (> 60 ptipadt na 100 000 obyvatel za rok) a
na Sardinii (40 pripadd na 100 000 obyvatel za rok) [3], naopak vzacny je DM1 v Indii nebo

Venezuele (0,1 pripadd na 100 000 obyvatel za rok) [4].
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Obrazek 1. Incidence DM1 u déti ve veku 0—14 let podle regionii a v pribéhu casu. Prevzato a

upraveno dle [5].
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Narust incidence nepostihuje v§echny vékové skupiny rovnomérné, v Evropé€ byl nejvétsi nartst

incidence pozorovan u déti mladsich 5 let [6].

Také v C¢eské populaci pocet pripadd DM1 dlouhodobé stoupa. Silny nardst incidence byl patrny
zejména mezi lety 19962001, v letech 2002—2009 byl nartst nasledovan stagnaci (viz obrazek 2) [7].
Data z 22 evropskych zemi (véetné Ceska) z let 1989-2013 ukazuji, Ze incidence ve vét§ing zemi roste

ve vsech veékovych kategoriich (04, 5-9, 10-14 let). Primérna rychlost narastu je 3,4 % za rok [8].
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Obrazek 2. Narist incidence DM1 v CR mezi lety 1989—-2009. Prevzato a upraveno dle [7].
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1.2 Soucasny pohled na vznik DM1

Rozvoj DM1 je komplexni d¢€j, na kterém se ptiblizné stejnou mérou podili jak geneticka predispozice,
tak faktory vnéjsiho prostredi. Destrukce beta bunék je dlouhodoby proces. K iniciaci imunitni reakce
proti beta bunkam dochazi mésice a Casto i roky pred klinickou manifestaci onemocnéni. Preklinicka
faze je charakteristicka vyskytem autoprotilatek proti insulinu (IAA), 65 kDa izoformé dekarboxylazy
kyseliny glutamové (GADG65), antigenu asociovanému s inzulinomem (insulinoma-associated antigen

2 —1A2), zinkovému transportéru 8 (ZnT8) a dalSich [9].

Do dnesni doby bylo identifikovano vic jak 40 genl asociovanych s DM 1. Silu asociace lze vyjadfit
pomoci pomeru pravdépodobnosti (odds ratio, OR) V tomto piipadé OR znamena pomer
pravdépodobnosti, ze pacient s DM1 ma danou alelu a pravdépodobnosti, Ze pacient alelu nema.
Nejsiln€jsi je asociace HLA regionu, ktery obsahuje nékolik genil a vykazuje extrémni polymorfismus
(OR DR-DQ haplotypt se pohybuje od 0,02 do > 11). Druha nejsilngjsi je asociace promotorové
oblasti insulinového genu (OR 2,38). Jediné dalsi geny, jejichz OR je vys$si nez 1,5 jsou PTPN22 a

IL2R. Vétsina ostatnich alel ma OR v rozmezi 1,1-1,3 [10].

VétSina nositeld rizikovych alel nicméné DM1 nerozvine a 80—90% pacienti nema prvostupiiového
pribuzného s DM1, coz ukazuje na silny vliv negenetickych faktorti. Autoimunitni reakce proti beta
bunkam obvykle za¢ina velmi brzy v Zivot€ jedince (prvni autoprotilatky se objevuji uz mezi prvnim a
druhym rokem zivota [11]. V n€kterych studiich byl prokézan vliv kojeni a zpiisobu porodu na riziko
rozvoje DM1 [12]. Metanalyza z roku 2012 naznacuje protektivni vliv kojeni na rozvoj DM1 [13].
Studie TRIGR (Trial to reduce IDDM in the genetically at risk) zkoumala vliv podavani nahrady
matetského mléka obsahujici celé proteiny kravského mléka a umélého mléka ze silné
hydrolizovaného kaseinu kojenctim do 8 mésicti véku. Do studie bylo zahrnuto pies 5000 tucastniki z

15 zemi. Podavani hydrolizovaného mléka nemélo vliv na rozvoj DM1 ani vyskyt autoprotilatek [14].

Ve studii The Environmental Determinants of Diabetes in the Young (TEDDY) nebyl prokazan vliv
podavani antibiotik mezi 3 mésici a 4 lety véku na vyskyt autoprotilatek u déti s vyssim genetickym
rizikem [15]. Studie tykajici se vlivu ockovani na rozvoj DM1 zatim nepfinesly jasny vysledek.
Ockovani proti Haemophilus influenzae B bylo asociovano se zvysenym rizikem DM1 [16] a
ockovani BCG (Bacille Calmette-Guerin) s rychlejsi progresi onemocnéni [17, 18]. Na druhou stranu
dalsi studie neprokazaly vliv o¢kovani proti ddvivému kasli (pertuse), spalnickam + pfiusnicim +
zardénkam, haemophilus influenzae typu B, hepatitidé B, neStovicim (varicella), tetanu, détské obrné,

meningokoku, pneumokoku, klistové encefalitidé (TBE) ani chiipce [19 — 21].

Mezi nejcastéji diskutované vlivy patii virové infekce, zejména enteroviry. Ve finské studii Diabetes
prediction and prevention (DIPP) byla prokazana casova korelace mezi prvnim vyskytem

autoprotilatek a pfitomnosti virové RNA v séru [22, 23]. Potencialni vysvétleni vlivu virovych infekci
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na destrukci beta bunék mize byt pfimy cytologicky efekt virti nebo spusténi autoimunitniho procesu,
ktery postupné vede k destrukei beta bun¢k. Kromé toho byla pozorovana strukturni podobnost mezi

virovymi a ostriivkovymi proteiny (molekularni mimikry) [12].

V posledni dobé se hodné diskutuje vliv stfevni mikroflory. Gastrointestinalni trakt obsahuje velké
mnozstvi imunitnich bunék a ptredstavuje rozhrani pro interakci imunitniho systému

s mikroorganismy. Kromé pfimé interakce s imunitnim systémem stfevni mikroorganismy dale
ovliviiuji hostitelsky organismus svymi metabolity vznikajicimi fermentaci nevstiebanych zivin.
Komenzalni organismy také predstavuji bariéru proti kolonizaci patogennimi druhy [24]. Finska studie
porovnavajici sttevni mikrobiom u 18 protilatkoveé pozitivnich (AB+) a 18 protilatkoveé negativnich
(AB-) déti (z kohort TRIGR a FINDIA) zjistila zvySené mnozstvi bakterii rodu Bacteroides a naopak
snizené mnozstvi rodu Bifidobacterium a snizeni laktat a butyrat produkujicich bakterii u AB+ déti
[25]. Longitudindlni analyza stfevniho mikrobiomu 22 AB+ a 22 AB- déti ze studie BABYDIET
ukazala rozdilné interak¢ni sité ve véku 6 a 24 mésici, ale ne rozdily ve slozeni ani diverzité
mikrobiomu [24]. Multicentricka studie TEDDY, ktera sbira data o détech z USA, Némecka, Svédska
a Finska ukazala, ze slozeni mikrobiomu je velmi vyrazné ovlivnéno geograficky [15]. Longitudinalni
finské studie nasla u AB+ déti zvySené mnozstvi Bacteroides dorei oproti AB- skupin€. Mnozstvi B.
dorei u AB+ déti bylo nejvyssi mezi 7. a 8. mésicem veku a predchazelo detekci prvni autoprotilatky
[26]. Analyza 11 déti, ze kterych 4 po dobu sledovani manifestovaly DM1 a 22 AB- déti (z Finska a
Estonska) ukazala snizenou diverzitu mikrobiomu béhem progrese k DM1 [27]. Ve Finsku a Estonsku
je 5—6x vyssi incidence DM1 a dalSich autoimunitnich onemocnéni nez v sousedici ruské Karélii. 222
finskych, estonskych a ruskych déti (z regionu Karélie) bylo sledovano od narozeni do 3 let véku.
Slozeni mikrobiomu korelovalo s geografickou lokaci: rod Bacteroides byl vice zastoupen u finskych
a estonskych déti a méné u ruskych. LPS rodu Bacteroides je strukturné odlisné od LPS E.coli a méné
aktivuje imunitni systém. Casna kolonizace méné imunogennimi druhy zfejmé mize ovliviiovat

nastaveni imunitniho systému [28].

1.3 Imunopatogeneze

1.3.1 Insulitis

Destrukce insulin produkujicich beta bun¢k je doprovazena infiltraci imunitnich bunék do ostravkl
pankreatu, tzv. insulitidou. Studium insulitidy je do znacné miry limitovano obtiZnosti pfistupu

k lidskému pankreatu. VéEtSina poznatkll proto pochézi ze studia zvireciho modelu (non-obese diabetic
mouse — NOD mys). V poslednich letech se ale diky organizaci Network of Pancreatic Organ Donors
with Diabetes (nPOD) [29] podafilo analyzovat vzorky od §irSiho spektra pacienti s DM1 a ziskat tim

jasnéjsi predstavu o insulitidé v riznych fazich onemocnéni.
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Oproti NOD modelu je infiltrace pankreatickych ostruvki u lidi pomérné mirna a postihuje pouze
malou ¢ast ostrivku. Pseudoatrofické ostruvky (obsahujici vSechny ostatni endokrinni buniky kromé
beta bunék) se mohou vyskytovat soucasné s normalnimi ostriivky a ostriivky obsahujicimi
infiltrované imunitni bunky. Destruktivni proces probiha lobularné — ¢asto jsou nachazeny velké
oblasti pankreatu obsahujici pseudoatrofické ostrivky vedle rozsahlych oblasti obsahujici nepostizené
ostrivky. Na rozdil od NOD modelu nebyla u lidi popsana faze ptedchazejici infiltraci uvnitt ostruvkd,
kdy se T lymfocyty hromadi na vnéj$im okraji (peri-insulitis) a svou organizaci pfipominaji terciarni
lymfoidni organ. Pfekvapivé byla insulitis popsana pouze u malého mnozstvi pacientli v preklinické
fazi onemocnéni (u dvou z celkem 72 studovanych piipadii protilatkoveé pozitivnich jedinct bez
klinického onemocnéni) [30]. Naopak podobné je u lidského diabetu i NOD mysi slozeni infiltratu

s ptevahou CD8+ T lymfocytl. Za nejpocetnejsimi CD8+ T lymfocyty nasleduji makrofagy (CD68+),
CD4+ T lymfocyty, B lymfocyty (CD20+) a plasmatické bunky (CD138+) [31]. U pacientti s Cerstvym
zachytem DM1 lze rozlisit dva odlisné typy slozeni infiltrujicich bungk, které se vzajemné lisi
zastoupenim CD20+ B lymfocyti. Pacienti, kterym byl DM1 diagnostikovéan do 7 let véku, maji vyssi
zastoupeni CD20+ B lymfocytt (CD20Hi profil), zatimco pacienti, kteti manifestovali DM1 po 13
roce zivota, maji niz$i zastoupeni CD20+ B lymfocyti (CD20Lo profil). Pacienti, u kterych se vyvinul
DMI1 mezi 7 a 13 lety, mohou mit CD20 Hi ¢i CD20 Lo profil. Zda se, Ze tyto dva typy insulitidy jsou
rizné agresivni a destrukce beta bunék u pacientd s CD20Hi profilem probiha rychleji [32].

Ackoliv poruchu funkce pozorujeme pouze v ptipadé insulin produkujicich beta bun¢k, imunitni
odpovéd’ se neomezuje pouze na Langerhansovy ostrivky, ale postihuje i exokrinni ¢ast pankreatu

[33].

1.3.2 Humordlni a bunécnd autoreaktivita

1.3.2.1 Autoantigeny a neoantigeny

Ze vsech gent asociovanych s DM1 maji nejsiln€jsi vztah k rozvoji onemocnéni HLA alely. Proteiny
koédované HLA geny urcuji repertoar peptidil prezentovanych imunitnimu systému a hraji centralni roli
v adaptivni imunitni odpovédi. Antigeny rozpoznavané T a B buitkami nejsou zcela identické, ale do
zna¢né miry se prekryvaji. Mezi nejdilezitéjsi dosud popsané autoantigeny patii insulin, GAD65, 1A2,
phogrin (IA-2beta), IGRP a ZnT8 [34]. Krom¢ insulinu nejsou tyto molekuly specifické pro beta
buiiky a vyskytuji se i v jinych tkanich.

Ukolem beta bunék je regulovana sekrece insulinu jako odpovéd’ na metabolické potieby organismu.
Mnozstvi insulinu uvoliiované pii metabolickém podnétu muiZze byt vyssi, nez je bunka schopna
najednou vytvofit. Proto je insulin syntetizovan do zasoby a skladovan v sekre¢nich granulich v

cytoplazmeg. VétSina dosud identifikovanych autoantigenti je soucasti sekre¢ni drahy insulinu (viz
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obrazek 3). Je mozné, ze opakovana povrchova expozice muze za urcitych podminek vést k iniciaci
autoimunitniho procesu. Naslednym poskozenim beta bun¢k se imunitnimu systému odhaluji dalsi

dosud skryté antigeny a dochazi k rozsiteni repertoaru rozeznavanych epitopti [35].

IA-2 (ICA512)

\ ~_ Plasmaticka membrana 3 bunky

é/,ZnTB

Insulin
(+proinsulin)

Sekrecni granule

(CABY_

SLMV

GAD65

Distribuce ostriivkovych
autoantigen( CSH

PERSPECTIVES

Obrazek 3. Umisténi hlavnich DM1 autoantigenii v beta bunikdch. Sekrecni vacek obsahuje insulin a
Castecné také nezkonvertovany proinsulin. V membrané sekrecniho vacku se nachazeji dalsi 3 diilezité
autoantigeny: 142, islet cell autoantigen 69 kDa (ICA69) a ZnTS. GADG)5 je lokalizovan stranou od
ostatnich antigenti v mensich vaccich podobnych synaptickym (synaptic-like microvesicles — SLMVs).

Prevzato a upraveno dle [35].

Zatim neni zndmo, pro¢ jsou tyto molekuly rozpoznavany imunitnim systémem navzdory
mechanismim centralni a periferni tolerance. Jednim z dilezitych procesti mize byt vznik
neoantigent posttranslacni modifikaci proteinti na periferii. Posttranslacni modifikace mohou ménit

vlastnosti epitoptl, jejich vazbu na HLA 1. a Il. tfidy a jejich rozpoznavani TCR [36].

Tkanova transgutaminaza (tTG) je enzym zodpovédny mimo jiné za modifikaci glutenu a gliadinu na
(u celiakie) alergenni formu deaminaci glutaminu na glutamat. tTG se vyskytuje i v ostritvcich a bylo
zjisténo, ze mize deaminovat proinsulin, ¢imz zvysuje jeho afinitu k rizikovym HLA-DQ molekulam

[37]. Deaminovany proinsulin byl rozpoznavan T lymfocyty u vétSiny pacientli pfi manifestaci DM1.
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Deaminované epitopy byly také izolovany z dendritickych bunék kultivovanych s nativnimi

ostrivkovymi antigeny [38].

Dalsi potencialn€ vyznamna modifikace proteint je konverze v proteinech vazaného argininu na
nestandardni aminokyselinu citrulin enzymy peptidylarginin deaminazami (PADs). Citrulinace peptidi
GADG65 vede k lepsi vazbé na HLA-DR4 molekuly a tyto HLA komplexy jsou rozpoznavany CD4+ T
lymfocyty DM1 pacientt [39].

Neoantigeny vzniklé fuizi peptidovych fragmentt byly rozpoznavany klony CD4+ T lymfocyti
izolovanych z NOD mysi a CD4+ T lymfocytarnimi liniemi izolovanymi z residudlnich ostrivka

darct pankreatu [40]. Dulezitou roli pfi vzniku neoantigenti hraje lokalni zanétlivé prostiedi [36].

1.3.2.2 T lymfocyty

T lymfocyty jsou dlouhodobé povazovany za nejdulezitéjsi bunécnou populaci v destrukei ostravka.
Jejich vyznam v tomto dé&ji je dobie zdokumentovén na zvifecim modelu DM1 (NOD mys a BB
potkan). Odstranéni zralych T lymfocytt u téchto dvou modelovych organisml zabrani rozvoji DM1
[41 — 44]. Naopak adoptivni transfer T lymfocytt specifickych pro ostriivkové antigeny vede ke

vzniku onemocnéni [44, 45].

Slinivka je pomérn¢ Spatné pfistupny organ a zkoumat autoimunitni proces pfimo v misté je extrémne
obtizné. Biopsie predstavuje pro pacienta piiliSné riziko a ziskat material od kadaverdznich dérci je
pomeérng naro¢né a teprve v posledni dob¢ se diky iniciativé nPOD dafi ziskavat vétsi mnozstvi dat

timto zptisobem. Vétsina studii se tedy spoléha na imunitni buniky z periferni krve.

Populace T lymfocytt v periferni krvi u diabetikli vykazuji urcité zmény oproti zdravym kontrolam. U
pacientii s DM1 bylo detekovano vice cirkulujicich autoreaktivnich T lymfocytt s prozanétlivym
fenotypem, nez u zdravych kontrol [46]. Autoreaktivni T lymfocyty maji také u DM1 pacientl spise
fenotyp pamétovych bun¢k, zatimco u zdravych kontrol se jedna spiSe o naivni T lymfocyty [47, 48].
Pamétové T lymfocyty jsou spojovany s recidivou DM1 po transplantaci ostrivk ¢i pankreatu [49 —
51]. Autoreaktivni T lymfocyty produkuji spiSe prozanétlivé cytokiny u DM1 pacienti a spise
regulacni cytokiny u zdravych kontrol [52, 53]. U DM1 pacienti byla zjisténa snizena funkce

regulacnich T bungk a rezistence efektorovych T bun¢k k supresi Tregs [54 — 56].

Jedna z méla studii T lymfocytl v tkanich relevantnich pro vyvoj DM1 se zabyvala klonalni diverzitou
a distribuci klond T bunék [57]. Od 18 darcti (nPOD) s délkou trvani DM1 4-32 let byly ziskany
vzorky tkan¢ pankreatu, pankreatickych a jinych lymfatickych uzlin a periferni krev. Sekvenace TCR
beta fetézce v téchto tkanich umoznila porovnat repertoar TCR a sdileni klonii mezi jednotlivymi

tkanémi. Diverzita TCR ani sdileni TCR mezi tkdnémi se nelisilo u pacient a kontrol. U obou skupin
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byl minimalni piekryv TCR regulacnich a konvenénich T bun€k v pankreatickych miznich uzlinach.
Toto zjisténi nepodporuje hypotézu fenotypové nestability Tregs a jejich konverzi na efektorové T
lymfocyty. Autoreaktivni TCR byly ¢astéjsi u DM1 darct. CDR3beta sekvence jiz diive popsaného
GADG5 klonu (GADA4.13) byla nalezena v nékolika tkanich u cca 40 % DM1 darci. Sekvence TCR

sdilené vice jedinci by mohly predstavovat klicové odpovédi a cile ptfipadné imunoterapie.

Ve studii z roku 2015 byly z ostrivka darce s DM1 izolovanyT lymfocyty, které byly ex vivo
kultivovany a testovany na reaktivitu k peptidim proinsulinu (ptekryvajici se sekvence, které
dohromady tvofily celou molekulu) a vybrané peptidy z GAD65, 1A2, IGRP, ZnT8 a HSP-6 (dfive
identifikované jako CD4+ epitopy). Zadny z klonti T lymfocyti ale nebyl stimulovan zadnym
testovanym peptidem. VSechny klony, u kterych byl identifikovan rozpoznavany epitop byly vazany
na HLA-DQ8 nebo HLA-DQS trans-dimery [58].

V dal$i podobné studii [59] byly ostrivky ziskany od 9 darcti s DM1. Izolované ostriivky byly
rozdéleny do 2 alikvot. V prvni alikvoté byla tkan rozmélnéna enzymy a buiiky sortovany pomoci
FACS. Pomér CD4+ a CD8+ lymfocytd byl 1 : 7. T bunky byly dale kultivovany a expandovany. U
kontrolni skupiny (sedm zdravych jedinci a dva darci s diabetem 2. typu — DM2) bylo v ostrivcich
nalezeno pouze nékolik CD8+ bunck u jednoho darce. Ve druhé alikvoté byly ostrivky kultivovany na
gelové matrix a stimulovany TCR agonistou a cytokiny. Po deseti dnech kultivace doslo k pomnozeni
lymfocytd pouze u darcti s DM1 v priiméru u 26 % ostrivku. Tyto buriky byly dale expandovany. Z
obou alikvot bylo ziskdno 50 T bunécnych linii, které byly testovany na reaktivitu ke znamym
ostrivkovym peptidiim a modifikovanym peptidiim. U 18 z nich byla nalezena reaktivita k

proinsulinu, GAD65 a A2 a nékolika modifikovanym peptidim.

1.3.2.3 B lymfocyty

Role B lymfocytt v patogenezi DM1 neni tak jednoznacna jako u T lymfocytd. DM1 je
charakteristicky pfitomnosti autoprotilatek, jejich role v destrukci ostriivki je ovSem nejasna. Samotné
autoprotilatky k destrukci ostrivka nestaci [60]. Nezanedbatelny vyznam B bun¢k v patogenezi DM1
byl prokazan na NOD modelu: mysi s normalnim po¢tem T lymfocytd, ale chybéjicimi B lymfocyty

neonemocni DM1 [61].

Roli B lymfocytd v patogenezi DM1 potvrzuje i klinicka studie ve které podani anti-CD20 protilatky
(rituximab) pacientim kratce po manifestaci DM 1 mélo vliv na zachovani zbytkové sekrece insulinu
po dobu 1 roku [62]. B lymfocyty jsou piitomné mezi butikami infiltrujicimi ostriivky pankreatu
(podrobngji popsano v kapitole 1.3.1 Insulitis) a jejich mnozstvi ma ziejmé vliv na rychlost progrese
onemocnéni [32]. Hlavni vyznam B lymfocytd tkvi pravdépodobné v rozpoznani autoantigent a jejich

prezentaci T lymfocytim. Tento proces také vysvétluje pfitomnost autoprotilatek.
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B lymfocyty vznikaji v kostni dfeni, kde probiha negativni selekce (autoreaktivni klony jsou
eliminovany apoptoticky) a odkud se uvolnuji tzv. ,.transitional” B lymfocyty do periferie.
,»Transitional“ B lymfocyty dale diferencuji na B lymfocyty marginalni zony (MZ) a naivni folikularni
B lymfocyty (F0). MZ B lymfocyty produkuji IgM a jsou nezavislé na pomoci T bun¢k. Naivni B
lymfocyty vyzravaji po setkani s antigenem, kdy migruji do sekundarnich lymfoidnich organt, kde
spolupracuji s T lymfocyty. Spolupraci s T lymfocyty vznikaji pamét'ové B lymfocyty a plasmatické
bunky.

U DML pacientil 1ze pozorovat zmény v zastoupeni n€kterych subpopulaci B lymfocytd v periferni
krvi. Porovnani dospélych pacienti s DM1, LADA (late autoimmune diabetes in adults), DM2 a
zdravych kontrol ukazalo, ze pacienti s DM1 a LADA maji zvySené mnozstvi MZ B buné¢k a snizené
mnozstvi FO B bunék v porovnani se zdravymi jedinci a pacienty s DM2. Pacienti s DM 1 maji nejnizsi
zastoupeni regulacnich IL10 produkujicich B lymfocytil, zatimco zdravé osoby maji nejvyssi mnozstvi
téchto bunék. Frekvence MZ B lymfocytl a frekvence FO B buné¢k pozitivng koreluje s laénym C
peptidem. Frekvence B bunék produkujicich IL10 koreluje negativné s hladinou glykovaného
hemoglobinu [63].

Anergie je stav, kdy pii chronické stimulaci antigenem nedochazi k vyvolani i¢inné imunitni
odpovédi. Anergie vyzaduje pribéznou BCR stimulaci vedouci k aktivaci fosfataz [64]. Populace
anergickych B lymfocytli (Bnp) v periferni krvi tvofi za normalnich podminek cca 2,5 % vsech
perifernich B lymfocytt a je charakteristicka fenotypem naivnich IgD+ IgM- B lymfocyti. Z této
populace nese 75 % bunck autoreaktivni receptor. V populaci Byp jsou pritomné insulin rozpoznavajici
buiiky u zdravych jedinc, ale ne u pacientii pied a po manifestaci DM1. Pacienti vice jak rok
manifestaci maji stejné mnozstvi Bxp jako kontrolni skupina. To naznacuje poruSeni anergického stavu

béhem autoimunitniho procesu a participaci na vzniku DM1 [65].

1.4 Preklinicka faze DM1 a predikéni markery

1.4.1 Stadia DM1

Prohlaseni JDRF (Juvenile Diabetes Research Foundaition), Endocrine Society a American Diabetes
Association z roku 2015 déli DM1 na nékolik stadii (viz obrazek 4) [66]. V prvnim stadiu jsou
ptitomné dvé a vice autoprotilatky, ale glykémie je normalni a neprojevuji se Zadné klinické ptiznaky.
Ve druhém stadiu se k protilatkam ptfidava porusena glukoézova tolerance (viz kapitola 1.4.4
Glukozové markery), ale stale bez klinickych ptiznaki. Tteti stadium je klinicky manifestni DM1
(autoprotilatky, hyperglykémie, polyurie, polydipsie, vahovy ubytek.) Samotn4 pfitomnost rizikovych
HLA alel je klasifikovana jako predstadium 1. Behem progrese onemocnéni jednotlivymi stadii

dochazi postupné ke snizovani masy beta bunek. Zastaveni autoimunitniho procesu je tedy zadouci
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v co nejcasnéjsi fazi, dokud jeste zbyva dostatek funkénich beta bunék. Primarni prevenci se rozumi

zasah u jedinct nesoucich rizikové geny (predstadium 1); sekundarni prevence je zasah béhem

preklinické faze onemocnéni (stadium 1 a 2); tercidrni prevence je potom intervence u nove

manifestovanych diabetikil (stadium 3). I terciarni prevence ma svilj vyznam a zachovani nebo

prodlouzeni zbytkové sekrece insulinu mtize pfispivat ke zlepSeni kvality Zivota pacienttl.

Navrhovana terminologie Faze 1 Faze 2 Faze 2

Charakteristika

Faze béhem rozvoje onemocnéni

Autoimunita Autoimunita Autoimunita
Normoglykémie | Porucha glykémie J Porucha glykémie
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Obrazek 4. Masa beta bunék a charakteristika jednotlivych stadii DM1. Prevzato a upraveno dle [66].

1.4.2 Predikéni markery

1.4.3 Autoprotilatky

Nejzasadnéjsim markerem pro detekci preklinického stadia DM1 je vyskyt autoprotilatek. V riznych
kohortach déti (BABYDIAB a BABYDIET, TEDDY, DIPP) sledovanych longitudinaln¢ od narozeni

byly autoprotilatky poprvé detekovany nejCastéji mezi 9 a 24 mésici veéku. Jako prvni se zpravidla

objevi autoprotilatky proti insulinu, nékdy lze jako prvni detekovat GAD65 autoprotilatky. Jen ziidka

20



se nejdiive objevi autoprotilatky proti IA2 a ZnT8 [11, 67, 68]. Vyskyt autoprotilatek v raném véku je
Cast€jsi u déti s rizikovymi HLA alelami a poradi vyskytu autoprotilatek souvisi s HLA-DQ
genotypem. V kohort¢ TEDDY se u déti s genotypem HLA-DQ2/8, DQ8/8 a DQ4/8 jako prvni
objevily protilatky proti insulinu, zatimco u déti s genotypem DQ2/2 se jako prvni objevily protilatky
proti GAD65 [11]. Cim vice autoantigentl je rozpoznavanych protilatkami, tim vyssi je riziko progrese
do DM1. U déti z DAISY (Diabetes autoimmune study in the young), DIPP a BABYDIAB-
BABYDIET kohort se DM1 manifestoval do 15 let od serokonverze u 12,7 % d¢éti s jednou
protilatkou, 61,6 % déti se dvéma protilatkami a 79,1 % déti se tfemi protilatkami [9]. Pritomnost
dvou a vice autoprotilatek uz predstavuje pomérné vysoké riziko rozvoje DM1. Napf. v americké
studii DAISY se u protilatkové pozitivnich déti vyvinul diabetes do 5 let od serokonverze v 43,5 %
ptipadl, v némecké studii BABYDIAB a BABYDIET se DM1 vyvinul u 69,7 % do 10 let a ve finské
studii DIPP u 84,2 % do 15 let od serokonverze [9]. Da se pfedpokladat, ze celoZivotni riziko rozvoje
u jedinct s rizikovym genotypem a 2 a vice protilatkami se blizi 100 %. Rychlejsi progrese k DM1 je
spojena s niz§im vékem pfi manifestaci a rizikovym genotypem (DQ2/DQ8) [9, 69]. Rychlost progrese

v pritomnosti dvou a vice protilatek zavisi na titru, afinit¢ a typu autoprotilatky [11, 69, 70].

V Bavorsku (Némecko) byla v roce 2015 zahéjena studie Frlda [71] ktera hleda autoprotilatkove
pozitivni déti v obecné populaci. DéEti jsou vySetfovany u praktického 1ékare pii pravidelné prohlidce

ve 3 a 4 letech. Détem pozitivnim na vice autoprotilatek je nabidnuta ucast v intervencni studii.

1.4.4 Glukoézové markery
Postupnym sniZovanim masy beta bun¢k dochazi k porucham gluk6zového metabolismu. Poruchy
glykémie lze testovat pomoci méteni lacné glykémie, zatézovych glukozovych testit (OGTT, ivGTT)

nebo glykovaného hemoglobinu (HbAlc), viz tabulka 1.

Parametr Popis

OGTT Test hodnoti schopnost organismu udrzet normalni glykémii po oralnim podani
glukozy. Glykémie se méfi pied testem a dale v 60. a 120. minuté po vypiti
glukdzového roztoku. Tento test se Casto pouziva ve studiich preklinické faze DM 1

a k hodnoceni rizika rozvoje DM1.

MMTT Jedna se o obdobu OGTT, ale misto glukdzového roztoku se pouziva ndpoj se

standardizovanym obsahem sacharidi tukt a proteind.
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ivGTT Test sleduje glykémii a / nebo hladinu C peptidu (resp. inzulinémii) po
intravenoznim podani gluk6zy. Umoziuje vyhodnoceni prvni faze insulinové
sekrece (FPIR — fist-phase insulin response). Snizeni FPIR je ¢asny marker

poskozeni funkce beta bunck. *

HbAlc Glykovany hemoglobin se pouziva jako métitko primérné glykémie za 2—3 mésice
pred méfenim. Glykovany hemoglobin vznika neenzymatickou glykaci
hemoglobinu a odrazi koncentraci glukozy v krvi po celou dobu existence

erytrocytu (cca 120 dni). Jednotkou dle IFCC je mmol/mol (diive %).

Tabulka 1. Metabolické testy pro mereni poruch glykémie.

* Slinivka reaguje na zvySeni koncentrace glukozy v krvi jiz béhem nékolika minut uvolnénim zdasob
insulinu ze zasobnich granuli (FPIR). Po této prvni rychlé fazi nastava po cca 20-30 minutach druhad
faze pri které se vylucuje nové vytvoreny insulin. Sekrece insulinu se lisi pri intravenoznim (ivGTT) a
peroralnim (OGTT) podanim glukozy. Pokud glukozu podame oralné a do krve se vstFeba pres stievo,
dochazi ke stimulaci sekrece inkretinii a vylevu priblizné dvakrat vetsiho mnozstvi insulinu nez pri
intravenoznim nebo intraperitonedalnim podant stejného mnozstvi glukozy. Tento jev se nazyva

inkretinovy efekt.

1.4.4.1 FPIR

Snizena odpovéd’ FPIR u protilatkoveé pozitivnich jedinct je prediktorem progrese do DM1 [72, 73]. U
déti ze studie Diabetes prevention trial — 1 (DPT-1) bylo pozorovano vyrazné snizeni FPIR v pritbéhu
18 mésict predchdzejicich manifestaci DM1 [74]. FPIR byla sniZzena uz 4-6 let pfed diagnézou DM 1
a jeji pokles se zrychluje posledni 2 roky pied manifestaci (DIPP studie) [75].

1.4.4.2 Porucha glukozové tolerance

Definice porusené glukdzové tolerance se v jednotlivych studiich mize mirné lisit. Nejcastéji se jedna
0 jedno nebo vice z nasledujicich kritérii: a) lacna glykémie 6,1 — 6,9 mmol/l, b) pti provedeni OGTT
jako glykémie 7,8 — 11,1 mmol/l v ¢ase 120 min nebo c) glykémie > 11 mmol/l v Casech 30, 60 a 90
min [76]. Ceské normy udavaji rozmezi 5,6 — 6,9 mmol/l. Porusena glukézova tolerance je

prediktorem progrese DM1 [76].

1.4.5 Genetické markery
Vzhledem k polygennimu charakteru DM1 a nezanedbatelnému vlivu faktort prostiedi nelze rozvoj
DM1 predikovat pouze na zaklad¢ genetickych markerti. VétSina nositeld rizikovych alel DM1

nerozvine. I tak se ale jedna o uzite¢ny néstroj, hlavné pro ptipravu klinickych studii.
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1.4.5.1 HLA

Riziko DM je z nejvétsi miry ureno geny HLA komplexu, a to hlavné genotypem HLA-DQAL, -
DQBI1 a subtypy -DRB1*04. V ¢eské populaci jsou s DM1 asociované alely DQB1*0302,
DQB1*¥0201 a DQA1*03. Naopak protektivni vliv maji alely DQB1*0602, DQB1*0301,
DQB1*0503, DQB1*0603, DQA1*01 a DQA1*02. Ze subtypii DRB1*04 ma protektivni vliv
DRB1*0403. Z DQA1-DQBI1 genotypt piedstavuje nejvétsi riziko
HLA-DQA1*05-DQB1*0201/DQA1*03-DQB1*0302 (OR = 116) [77].

V programu predikce diabetu PREDIA.CZ napft. pouzivame pétistupnovou skalu genetického rizika

zalozenou na HLA viz tabulka 2.

Urovei Kritérium pro zarazeni do skupiny

silné zvySené | DQA1*05-DQB1*0201/DQA1*03-DQB1*0302 pozitivni

Zvysené DQA1*05-DQB1*0201/X nebo DQB1*0302/X, kde X neni DQB1*0602,
DQB1*0301,DQB1*0603

primérné a) Negativni souc¢asn¢ na: DQB1*0302, DQA1*05-DQB1*0201,
DQB1*0602, DQB1*0301, DQB1*0603

b) Déti s genotypy DQB1*0301/0302 nebo DQB1*0302/0603

sniZené DQB1*0301/X nebo DQB1*0603/X, kde X neni DQB1*0302 ani
DQB1*0602

velmi nizké DQB1*0602/X, kde X je jakakoliv alela

Tabulka 2. Skupiny genetického rizika dle HLA a vstupni parametry pro zarazeni do skupin.

Nekdy se pro popis HLA pouziva oznaceni pomoci sérotypi. MHC (major histocompatibility
complex) antigeny bylyobjeveny pii transplantacnich pokusech a jsou zodpovédné za odhojovani
nekompatibilnich transplantat. Diive se pro vySetieni HLA pouzivala detekce genovych produktii
HLA gentt (MHC proteiny) pomoci protilatek. Jedna protilatka mtize rozpoznéavat nékolik genovych
produktii a jednomu sérotypu tak miize odpovidat nékolik alel. Ptiklad sérotypti a genotypt

relevantnich pro urceni rizika DM1 je uveden v tabulce 3.
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sérotyp subtypy DQA DQB
DQ2 2.2 0201 0202
2.3 0302 0202

2.5 0501 0201

DQ4 43 0301 0402
0302 0402

4.4 0401 0402

DQ8 8.1 0301 0302
0302 0302

Tabulka 3. Jednotlivé sérotypy mohou mit nékolik subtypii kodovanych riznymi alelami. Pokud jsou
geny pro alfa a beta podjednotku na stejném chromozomu (geneticky vazané) oznacuji se jako

haplotyp. Nekteré haplotypy predstavuji zvysSené riziko pro rozvoj autoimunitnich onemocnéni.

1.4.5.2 Non-HLA geny

Pomoci celogenomovych asociacnich studii (GWAS) bylo identifikovano vice jak 60 DM1 rizikovych
variant v non-HLA genech. U vétsSiny z téchto gend je OR nizsi nez 1,3. Mezi non-HLA rizikové geny
patii napt. INS, PTPN22, CTLA-4 nebo IL2RA. Objev téchto genil byl pfinosny pro porozuméni
mechanismu vzniku DM1, nicméné pfitomnost nékteré z téchto variant mé jen velmi maly dopad na

celkové riziko vzniku DM1 [78, 79].

Pro urceni miry rizika rozvoje polygennich onemocnéni se ¢asto pouzivaji skore rizika spocitana
pomoci statistickych metod (genetic risk scores). Winkler et al. (BABYDIAB kohorta) ukazali, ze
analyza non-HLA genti mlze zptesnit predikci rozvoje DM1 nebo progrese DM1 u protilatkové
pozitivnich déti. Pro predikci DM1 u déti s rizikovym HLA bylo nejlepsi skore ziskané zahrnutim 8
gent: [FIHI, CTLA4, PTPN22, ILISRAP, SH2B3, KIAA0350, COBL a ERBB3) [80]. Ptidani 9
jednonukleotidovych polymorfismi (single nucleotide polymorphism SNP) PTPN22, INS, IL2RA,
ERBB3, ORMDL3, BACH2, IL27, GLIS3 a RNLS signifikantné zlepSuje predikci DM1 oproti pouziti
pouze HLA genti [81]. Podobna studie na kohorté DAISY ukazala, ze ptidani PTPN22 a UBASH3A k
typizaci HLA také zptesnila predikci DM1 [82].
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Gen pro insulin obsahuje repetitivni oblasti VNTR (variable number tandem repeats), které ovliviuji
riziko vzniku DM 1. Nejvyssi riziko maji homozygotni nositelé VNTR tfidy I (kratké opakovani),
naopak nizké riziko maji nositelé VNTR ttidy III (dlouhé opakovani). Délka opakovani ovliviuje

expresi insulinové mRNA v thymu a tim ziejmé vyvoj tolerance k insulinu [83].

PTPN22 je gen kodujici fosfatazu LYP, ktera potlacuje aktivaci T lymfocytt. Varianta LYP asociovana
s vys§im rizikem DM (,,gain of function varianta“) inhibuje signalizaci TCR a podporuje piezivani

autoreaktivnich T lymfocyti v thymu [84].

CTLA-4 je molekula negativné regulujici kostimulaci T lymfocytti vazbou na jejich CD80/86

receptory. Polymorfismus v CTLA-4 vede ke zménam v posttranskripéni regulaci [85].

1.4.6 Betabunééné markery
Poznatky o dynamice ubytku beta bunck a progresi DM1 béhem preklinické faze jsou zatim pomérné
omezené, protoze nemame k dispozici metodu méfeni mnozstvi beta bun€k v organismu a ani metodu

detekce jejich smirti.

Zpusoby méfeni masy beta bun¢k pomoci zobrazovacich technologii (PET, MRI) jsou v soucasné

dobé¢ zkoumany, zatim vSak neni k dispozici zddna dostatecné presna metoda [86, 87].

Mechanismus smrti beta bun€k v patogenezi DM1 neni pfesn€ znamy, zda se ale, Ze zahrnuje jak
nekrozu (cytolytické plisobeni T lymfocytl) tak apoptéozu (mediovanou TNF a Fas/FasL) [87] Akirav
et al. v roce 2011 navrhli neinvazvni metodu detekce poskozeni beta bun€k pomoci méfeni specificky
demethylované cirkulujici DNA v séru. Diagnostické vyuziti volné cirkulujici DNA je intenzivné

zkoumdano hlavné v oblasti nadorovych onemocnéni (tzv. ,,liquid biopsy*).

Methylace DNA slouzi k epigenetické regulaci genové exprese. Methylova skupina mtze byt
pfipojena na 5” pozici cytosinu v CpG dinukleotidu. Methylace DNA zabraiiuje vazbé regulacnich
faktord a ovliviiuje strukturu chromatinu. Methylace (CpG bohatych) promotorii vede k umlceni

genové exprese [88].

Tato metoda piedpoklada, Ze insulinovy gen (/NS) obsahuje CpG demethylované pouze v beta
buiikach (kde je insulin exprimovan), zatimco v ostatnich tkanich t€la jsou tato mista methylovana.
Demethylovana INS DNA, kterou Ize detekovat v obéhu by tedy méla pochazet z beta bun¢k (obrazek
5).
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% > Cirkulujici DNA
0

Obrazek 5. Princip detekce smrti beta bunek pomoci specificky demethylované DNA.

Prvni testovani této metody na klinickych vzorcich se zdalo byt nadéjné. Transientni zvySeni mnozstvi
demethylované /NS DNA k krevnim ob&hu bylo popsano u pacientti po transplantaci pankreatickych
ostravkl [89]. Pomérné zastoupeni demethylované / methylované /NS DNA bylo vyssi u Cerstve
manifestovanych diabetikd [90, 91] a u n¢kolika vzorkt pacientt v prediabetu [92]. M. Fisher et al.
pouzivaji pro vyjadfeni vysledkl nikoliv pomeér, ale absolutni Cisla. Timto zptisobem dokazali, Ze
DM1 je asociovan nejen se zvySenym mnoZzstvim demethylované DNA (pochazejici z beta bunék), ale
i se zvySenym mnozstvim methylované DNA (ktera mtiize pochazet z jakékoliv jiné tkang) [93]. Prave
zvySené mnozstvi volné DNA, které se hypoteticky mize uvoliiovat napft. z krevnich bun¢k beéhem
zpracovani vzorku, endotelidlnich bunék vlivem kolisajici glykémie ¢i z imunitnich bunék béhem
autoimunitniho ¢i jiného zanétu mize predstavovat problém. Methylace ¢i demethylace CpG v INS
genu totiz neni 100% specifické [89]. Dal$im problémem mize byt specificita PCR reakce, kde se
Casto detekuje rozdil v 1 ¢i 2 nukleotidech a pti faddovém nadbytku methylované DNA mtize dochazet

k nespecifické vazb¢ primert a tak vznikat faleSn€ pozitivni signal nemethylované DNA.

1.5 Moznosti intervenénich zasahii u DM1

Navzdory vyvoji novych analogti insulinu a pokrokiim v technologiich umoznujicich monitoring
hladiny glukézy v krvi, vétsina pacientti nedosahuje optimalni kontroly glykémie. DM1 predstavuje
pro pacienty jak psychickou, tak fyzickou zatéz. Proto je dilezity vyzkum terapeutickych postupt
umoznujicich zachovani zbytkové sekrece insulinu, zastaveni autoimunitni destrukce beta bun¢k a

prevence rozvoje tohoto onemocnéni. Bylo prokazano, Ze pacienti se zbytkovou sekreci insulinu maji
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mensi vykyvy glykémie a lepsi hodnoty HbAlc [94]. V soucasné dobé probiha vétsina klinickych
studii u ¢erstvé manifestovanych pacientdl, ale provadéji se i preventivni studie u jedinct s vysokym

rizikem rozvoje DM1.

Prvni pokusy o zastaveni autoimunitniho procesu probéhly jiz pied delsi dobou, a to pomoci
imunosupresivnich latek jako je cyklosporin, azathioprin ¢i prednison. Ackoliv piinesly pozitivni
vysledky v podob¢ snizeni davky insulinu az kompletni remise u ¢erstvé manifestovanych pacientd,
tento efekt nebyl trvaly a terapie byla spojena s vyraznymi vedlejSimi ucinky [95, 96]. Ackoliv jsou

vvvvvvvvvv

terapeutického efektu.

1.5.1 Anti-CR3 protilatky

Vzhledem ke klicové roli T lymfocytii v patogenezi DM1 je logické, Ze velké mnozstvi
imunoterapeutickych postupi cili pravé na tyto bunky. Pfikladem je vyuziti anti-CD3 protilatek
(otelixizumab, teplizumab), které inhibuji aktivaci T bunék a vedou k jejich depleci. Efektorové T
lymfocyty (Teffs) jsou citlivéjsi k psobeni anti-CD3 protilatek nez T regulacni buniky (Tregs). Podani
otelixizumabu pacientim kratce po manifestaci DM1 vedlo k vy$§imu zachovani sekrece endogenniho
insulinu (C peptidu) a experimentalni skupina méla oproti kontrolni niz$i davky insulinu. AvSak u vice

nez 75 % pacientl uzivajicich otelixizumab doslo k reaktivaci EBV (virus Epstein-Barrové) [97].

Aby nedochazelo k reaktivaci EBV, byla v nasledujici studii DEFEND-1 a DEFEND-2 pouzita nizsi

davka otelixizumabu, to ale mé¢lo za nasledek ztratu ucinnosti [98, 99].

V podobné studii zkoumajici vliv anti-CD3 protilatky teplizumab nebyl po dvou letech od pocatku
1é¢by rozdil v hodnoté HbAlc¢ ani v davce insulinu, ale skupina uzivajici vyssi davku 1éku méla vyssi

hladinu C peptidu, jehoZ produkce odrazi endogenni sekreci insulinu [100].

1.5.2 Blokace kostimulace T lymfocyti

Jinou strategii zacilenou na T lymfocyty je blokace kostimula¢niho signalu CD28-CD80/86. Abatacept
je chimericky protein CTLA-4 a Fc ¢asti 1gG, ktery se vaze na CD80/86 receptor antigen
prezentujicich bunék a blokuje tak aktivaci, diferenciaci a proliferaci T lymfocytt. Jeho podavani
pacientim kratce po manifestaci DM1 vedlo k lep§imu zachovani C peptidu u experimentalni skupiny

[101].

Z7da se, Ze tyto ptipravky mohou zpomalit ztratu produkce insulinu, ale bohuzel se nejedna o trvaly

efekt.
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1.5.3 Tregs

Funkce Tregs byva u autoimunitnich onemocnéni narusena ¢i utlumena. Pienos ex vivo
expandovanych Tregs chrani NOD mysi pied onemocnénim DM1 [102]. Tento postup je testovan i u
pacientti s DM1. Z periferni krve pacientl jsou izolovany Tregs, tyto buniky jsou nasledné kultivovany
a namnozeny in vitro a poté aplikovany zpét pacientovi. Faze 1 klinické studie ukéazala, Ze tyto buiiky
dlouhodobé prezivaji a vykazuji stabilni fenotyp a zvySenou regulacni aktivitu. Tento postup nemél

vyrazné vedlejsi ucinky [103].

1.5.4 Antigen specificka terapie

Cilem antigen specifické terapie je tolerizace autoreaktivnich Teff a expanze autoantigen specifickych
Tregs. Vyhodou tohoto pfistupu je odbourani nezadouci celkové imunosuprese organizmu. Tolerizace
k antigenu mize byt dosazena riiznymi mechanismy: navozenim klonalni anergie, delece nebo
vyéerpani. Toho Ize dosahnout podanim vysoké davky solubilniho antigenu (vakcinace antigenem).
Vysledek tolerizace je ovlivnén davkou antigenu, frekvenci a zpisobem podani. Zcela zasadni je

samoziejm¢é vybér antigenu.

Ve studii DPT-1 byl insulin podavan oralné protilatkove pozitivnim pfibuznym DM1 pacientim.
Ackoliv nebyl prokazan rozdil mezi experimentalni a placebo skupinou, pozitivni efekt byl pozorovan

u podskupiny pacientii s vysokou hladinou IAA protilatek [104].

Neuspésna byla studie (faze II a faze I11) podavajici GAD65-alum vakcinu ¢erstvé manifestovanym

diabetikim. Pokles C peptidu (sekrece béhem MMTT) se nelisil mezi skupinami [105].

Intradermalni podani peptidu C19-A3 (Cast proinsulinu) Cerstvé manifestovanym diabetikiim (faze I,
testovano na 24 subjektech) vedla ke zvySeni peptid specifickych CD4+ Tr1 bunék a FoxP3 Tregs. U
nékterych subjekti doslo k zachovani sekrece C peptidu a tedy i k zachovani endogenni sekrece

insulinu [106].

Podavani samotného antigenu zatim neptinasi ocekavané vysledky. Skupina B. Roepa se pokusila o
zlepSeni u€innosti antigen specifické tolerizace tak, ze navrhla DNA vakcinu obsahujici celou
molekulu proinsulinu. Plasmid byl vytvofen se snizenym mnozstvim prozanétlivych
hexanukleotidovych motivi, které se vazi na TLR9 a dal$i DNA senzory a aktivuji imunitni odpovéd’.
Intramuskularni podani DM1 pacientim do 5 let od manifestace vedlo k vyssi hladiné C peptidu oproti
placebo skupin€. Bylo pozorovano snizené mnozstvi proinsulin specifickych CD8+ T lymfocyty (ale

ne ostatnich CD8+ T lymfocytd) [107].

Dalsi zpisob zlepseni ucinku tolerizace miiZze byt enkapsulace antigenu do malych ¢astic, které maji

delsi polocas in vivo nez samotné molekuly antigenil. Spolu s antigenem mohou byt enkapsulovany i
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dalsi imunomodulac¢ni latky napt. rapamycin, cytokiny, ,,antisense* oligonukleotidy [108, 109]. Tyto

postupy jsou zatim testovany na preklinickych modelech.

1.6 Metabolismus glukézy a imunitni systém

Je znamo, Ze diabetici jsou vice nachylni k infekcim, které maji navic asto horsi pribéh. Cast&jsi jsou
napiiklad infekce patogeny Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, infekce
gramnegativnimi bakteriemi ¢i infekce mykotické [110]. Chronicka hyperglykemie zvysuje oxidativni
stres organismu a ovliviiuje imunitni systém. Hyperglykémie snizuje chemotaktickou migraci
neutrofild, jejich fagocytickou aktivitu a baktericidni mechanismy [111]. Glukdza naruSuje opsonizaci
mikroorganismti C3 slozkou komplementu [112], glykace imunoglobulind snizuje jejich funkci. Na

pacienta s dekompenzovanym diabetem (a zvlast, pokud jsou jiz pfitomné chronické komplikace ¢i

dalsi komorbidity) je potieba pohlizet jako na ¢lovéka se sekundarnim imunodeficitem [113].
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2 Komentované publikace

2.1 Priloha 1
The cytokine production of peripheral blood mononuclear cells reflects the

autoantibody profile of patients suffering from type 1 diabetes.

Labikova J, Vcelakova J, Ulmannova T, Petruzelkova L, Kolouskova S, Stechova K.

Cytokine. 2014 Oct; 69(2):189-95. doi: 10.1016/j.cyt0.2014.06.013. Epub 2014 Jul 1.

2.1.1 Uvod
Jiz mnoho studii se pokouselo zastavit rozvoj DM1 riznymi zasahy do imunitniho systému. Nékteré
nespecifické imunointerven¢ni postupy jsou sice schopné oddalit propuknuti DM 1, zaroven ale
celkové tlumi imunitni systém a jsou doprovazeny nezadoucimi ucinky (jako naptiklad reaktivace
EBYV). Cilem ideélni preventivni terapie je navozeni tolerance ke specifickym autoantigeniim a pfitom
nenarusit funkei imunitniho systému. Postupy, které se snazi o navozeni tolerance k autoantigeniim
jsou uspésné na zvirecich modelech, ale v klinické praxi selhavaji. Vétsina studii pouzila k tolerizaci
jeden vybrany antigen. Naptiklad v preventivni studii DPT-1 nebyl prokazan pozitivni efekt oralniho
podavani insulinu protilatkove pozitivnim jedinciim. Signifikantni pozitivni u€inek byl ale pozorovan
u podskupiny subjektd s vysokou hladinou [AA protilatek (v interven¢ni skupiné vyvinulo DM1 za rok
6,2 % jedincu, zatimco u placebo skupiny to bylo 10,4 %) [104]. V této studii jsme proto zkoumali zda

protilatkovy profil pacientii odrazi reaktivitu lymfocytl k autoantigentim.

Ve studii byly pouzity vzorky periferni krve od 40 déti s DM1 a 11 zdravych kontrol. Ze vzorkl byly
vysetfeny hladiny autoprotilatek proti GAD65 a IA2 a HbAlc (vypovida o primémé glykémii za
poslednich 4—6 tydni). Hladina IAA protilatek je u DM1 pacientli ovlivnéna uzivanim exogenniho
insulinu, proto jsme je v této studii neanalyzovali. Podle hladiny autoprotolatek jsme pacienty rozdélili
do ¢tyt skupin: s vysokou hladinou obou autoprotilatek (skupina DP: GAD65, I1A2 > 3 U/ml), s
vysokou hladinou GAD65 (skupina GAD: GAD65 > 3 U/ml; IA2 <3 U/ml ), s vysokou hladinou 1A2
(skupina IA2: A2 > 3 U/ml; GAD65 < 3 U/ml ) a skupina s nizkymi titry obou protilatek (skupina
LOW: GAD6S, 1A2 <3 U/ml).

Pomoci gradientové centrifugace na Ficollu jsme z krve izolovali mononuklearni butiky, které byly
zamrazeny. Po rozmrazeni jsme ve vzorku zméfili zastoupeni bunécnych populaci (T lymfocyty, B
lymfocyty, NK buiiky, Tregs a monocyty), buiiky jsme dale kultivovali se syntetickymi antigeny
GADG5 (cely protein) a IA2 (peptid aminokyseliny 853—872) po dobu 48 hodin. Bunky byly
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stimulovany tfemi riznymi koncentracemi autoantigentl, jako pozitivni kontrolu jsme pouzili PHA
(phytohemaglutunin). Autoantigeny pouzité v této studii jsme vybrali na zakladé vysledkti workshopu
Immunology of Diabetes Society T cell workshop [114, 115] a na zakladé nasich diivéjsich zkuSenosti
[116, 117]. Po 72 hodinach kultivace s antigeny jsme méfili produkei prozanétlivych cytokinti [IFNy a
IL17 pomoci metody ELISPOT. Kvili nenormalnimu rozloZeni dat a opakovanému méieni vzorku
(vice koncentraci antigentl) jsme vysledky analyzovali pomoci GLM modelu (generalised linear mixed
model) s ndhodnym efektem pacienta. Efekt interakce mezi zptisobem stimulace a protilatkovym

profilem jsme testovali pomoci chi kvadrat testu.

2.1.2 Vysledky a diskuze
Odpoveéd’ na stimulaci autoantigeny byla u jednotlivych pacientii velmi individuélni. V pouzitém
modelu jsme prokazali signifikantni interakci mezi zptisobem stimulace a protilatkovym profilem
pacientll. Oproti nestimulovanym buinikam jsme pozorovali jak snizeni, tak i zvyseni, popt. zadnou
zménu v produkei cytokind. Tyto vysledky by mohly piispét k vysvétleni netispéchu antigen-
specifickych imunointervenc¢nich studii. Napf. v jiz zminéné DPT-1 studii ordlni podavani insulinu
m¢elo pozitivni efekt u skupiny pacientil s vysokymi titry IAA, a naopak negativni dopad u ostatnich
[104]. Reakce na autoantigeny se tedy u jednotlivych pacientd miize liSit. Navic reakce in vivo je

ovlivnéna zpiisobem podani, davkou, nacasovanim ¢i zvolenym adjuvans.

Bez ohledu na typ stimulace jsme u zdravych kontrol (skupina HC) naméftili nizsi produkei IL17
oproti skupinam DP, GAD a IA2. Ve skupiné LOW byla produkce signifikantné niz$i nez ve skupiné
[A2. Zda se tedy, ze vysoké hladiny autoprotilatek (reflektujici aktivni autoimunitu) jsou spojené se
zvySenou produkei IL17. To je v souladu s dal§imi studiemi, které ukazuji na vyznam Th17 v

patogenezi DMI.

IL17 je exprimovan v pankreatu NOD mysi a jeho inhibice béhem efektorové faze onemocnéni vede
oddaleni onemocnéni [118, 119]. U pacientti s DM1 byla v porovnani se zdravymi kontrolami
pozorovana zvysena frekvence IL17 produkujicich CD4+ a CD8+ bun¢k [114, 116]. VEétsi mnozstvi
Th17 bun¢k a také zvySena sekrece IL17 po stimulaci GAD65 a proinsulinem byla prokazana v
pankreatickych lymfatickych uzlinach pacientd [55].

Ve vzorku PBMC jsme méfili zastoupeni vybranych bunécnych populaci a sledovali jsme vztah k
cytokinové produkci a protilatkovému profilu. Hladina IA2 protilatek korelovala pozitivné s
mnozstvim CD8+ a negativné¢ s mnozstvim CD4+ T lymfocytt. Vysoka hladina IA2 autoprotilatek
byla také asociovana se zvySenou produkci IL17. Snizené mnozstvi CD4+ T bunék se tedy ziejmée
tyka jinych subpopulaci nez Th17. CD8+T lymfocyty se vyznamné podileji na zniceni beta bun¢k.

Protilatky proti IA2 jsou asociované se zvySenym rizikem ¢asného a rychlejsiho rozvoje DM1 [120].
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Funk¢ni beta buiiky a residualni sekrece insulinu 1ze detekovat po urcitou dobu od manifestace
onemocnéni (u nékterych jedinci po velmi dlouhou dobu) [121]. Je tedy mozné, ze u IA2 pozitivnich
jedinct je autoimunitni proces stale aktivni a je reflektovan vyssi produkei IL17 a zvySenym mnoZzstvi

CD8+T bunék v periferni krvi.

Naopak GADG65 autoprotilatky jsou spojené s pomalejsi klinickou progresi DM1 a vy$§im vékem
manifestace onemocnéni [122]. Hladina GADG65 protilatek v nasi studii pozitivné korelovala s
mnozstvim Tregs. Pomalejsi progrese DM1 muze byt zptisobena mimo jiné regulacnim ptsobenim
Tregs, které se snazi tlumit autoimunitni proces. Korelace Tregs a GAD65 autoprotilatek podporuje
tuto hypotézu. Jiz nékolik studii se zabyvalo mnozstvim a supresivni funkci Tregs v periferni krvi
DM1 pacientl. Jedna z nich [123] nalezla u DM1 pacientil snizené mnozstvi Tregs (definované jako
CD4+CD25high T lymfocyty). Dalsi tfi studie ale toto zjiSténi nepotvrdily [124 — 126]. My jsme
naopak nalezli zvysené mnozstvi Tregs (CD4+CD25highCD127low) u pacientt se zvySenou hladinou
GADG5 a IA2 autoprotilatek v porovnani se zdravymi kontrolami. Tento rozdil mize byt zpisoben
rozdilnou definici populace Tregs. Marker CD25 (alfa fetézec IL2 receptoru) neni exprimovan pouze
na Tregs, ale také na aktivovanych T efektorovych bunkach. Z tohoto diivodu se v novéjsich studiich
pouzivaji dalsi markery (napt. CD127 nebo FoxP3). Mnozstvi Tregs také mtize zaleZet na stadiu

onemocnéni, a tedy autoimunitniho procesu.

V této studii jsme se zabyvali vlivem autoprotilatkového profilu DM1 pacientti na reaktivitu PBMC k
autoantigeniim. Reakce na stimulaci autoantigeny byla velmi individualni a byla ovlivnéna
autoprotilatkovym profilem. Je zfejmé, Ze imunointervencni postupy je nutné v budoucnu ptizpisobit

individualnim potfebam jednotlivych pacientt.
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2.2 Priloha 2
Alteration of B cell subsets and the receptor for B cell activating factor (BAFF) in
paediatric patients with type 1 diabetes.

Parackova Z, Klocperk A, Rataj M, Kayserova J, Zentsova I, Sumnik Z, Kolouskova S, Sklenarova J,
Pruhova S, Obermannova B, Petruzelkova L, Lebl J, Kalina T, Sediva A.

Immunol Lett. 2017 Sep;189:94-100. doi: 10.1016/j.imlet.2017.04.009. Epub 2017 Apr 14.

2.2.1 Uvod
B lymfocyty jsou v kontextu DM1 jiz dlouho znamé jako buiiky produkujici s diabetem asociované
autoprotilatky (IAA, GADG65, 1A2, ZnT8 a dalsi). Nyni se vSak ukazuje, Ze jejich role ve vyvoji tohoto
onemocnéni je komplexngjsi. B lymfocyty jsou pfitomné mezi bunikami infiltrujicimi pankreatické
ostruvky [31] a jejich mnozstvi v infiltratu ovliviiuje rychlost destrukce beta bun¢k [32]. Vyznamna
pro rozvoj DM1 je zejména prezentace autoantigend T lymfocytdim a porucha v tolerogennich
mechanismech B bunék [127]. V NOD modelech s MHC I nebo MHC 11 deficientnimi B lymfocyty,
nedochazi k rozvoji diabetu, ¢ili prezentace antigenu CD4+ i CD8+ lymfocyttim je pro rozvoj
onemocnéni dilezita [128, 129]. U NOD mysi, kterym chybi B lymfocyty sice dochazi k infiltraci, ale
insulitida nevede k destrukci ostriivkli [61,130]. B lymfocyty infiltrujici ostrivky maji zvySenou
expresi MHC 1. a II. tfidy a také CD80 a CD86 molekul [129, 131]. Zasadni je tedy zfejm¢ interakce T
a B bun¢k.

U pacientl s DM1 byly pozorovany zmény v zastoupeni nékterych subpopulaci B lymfocytd. Napft. ve
studii Smith et al. [132] byla pozorovéana absence populace anergickych (véetné vysokoafinitnich
insulin reaktivnich) B lymfocyt z periferni krve u pacientl pfi manifestaci a u protilatkove
pozitivnich prediabetickych subjektti. Autofi vyslovuji hypotézu, Ze tyto buiiky byly bud’ aktivovany
a / nebo migruji do tkani. Snizeni populace anergickych B lymfocytt bylo také pozorovano u ¢asti

zdravych sourozenci DM1 pacienti, kteti nesou HLA geny rizikové pro rozvoj DMI.

B lymfocyty prodé€lavaji v organismu komplexni vyvoj. Jsou tvoteny v kostni dfeni, kde probiha
preskupovani imunoglobulinového genu. Po vytvofeni a povrchové expresi funkéniho IgM jsou
nezralé [gM+ B burniky testovany na reaktivitu k autoantigentim. B lymfocyty, které projdou negativni
selekci poté migruji periferii do sleziny jako takzvané ,.transitional” B buiiky. ,, Transitional* B bunky
maji dvé stadia: T1 (na periferii a pti vstupu do sleziny) a T2 (ve slezin¢). Ve slezin¢ diferencuji bud’

na naivni folikularni (FO) B lymfocyty nebo na B lymfocyty marginalni zony (MZ). Naivni B bunky
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jsou aktivovany po setkani s antigenem a v perifernich lymfoidnich organech dokoncuji sviij vyvoj (ve

spolupraci s T lymfocyty) na pamétové a plasmatické bunky.

BAFF (B cell activating factor) je cytokin podporujici pieziti a homeostazu B lymfocytt. Vaze se na
BAFEFR receptor, ktery je exprimovan a B i T lymfocytech. Exprese BAFFR zacina ve stadiu

transitional B bunék a tento receptor lze najit na v§ech perifernich populacich B lymfocytu [133].

Role BAFF a BAFFR v patogenezi autoimnitnich onemocnéni je popsana zejména u systémového
lupusu erythematosus, kde je jeho blokace protilatkou belimumab testovana jako potencialni 1é¢ebny

prostiedek [134]. Vyznam BAFF u DM1 neni zatim prozkouman.

V této studii jsme pomoci pratokové cytometrie mapovali populace perifernich B lymfocytt a expresi
BAFFR u velké kohorty DM1 pacientl pfi manifestaci onemocnéni a u dlouhodobych diabetiki. Tyto
parametry jsme také zkoumali u zdravych ptibuznych pacientti s DM1. Dale jsme sledovali vliv BAFF

na lymfocyty in vitro.

2.2.2 Vysledky a diskuze
Populace B lymfocytt (naivni, ,,transitional, MZ, pamétové a plasmablasty) byla porovnavana u
pacientti s DM1 pfi manifestaci (n = 60) a dlouhodobé¢ lécenych pacientd (n = 264), dale u
prvostupnovych ptibuznych (n = 95) a zdravych kontrol (n = 53). Celkové mnozstvi B bunék se mezi
kohortami nelisilo. U DM1 pacientii pfi manifestaci i dlouhodobych jsme pozorovali snizené mnozstvi
»transitional“ B lymfocytl v porovnani se zdravymi kontrolami. U dlouhodobé 1é¢enych diabetiki i
zdravych kontrol se mnozstvi téchto bun€k snizuje s vékem. Zastoupeni ,,transitional” B lymfocyt v
periferni krvi nekoreluje s mnozstvim HbA1c (kompenzace diabetu). U déti pfi manifestaci DM1 au
ptibuznych diabetikli jsme zaznamenali zvySené mnozstvi IgDIgM™ plasmablasti oproti kontrolam.
Abychom zjistili vztah s diabetem asociovanych autoprotilatek a zastoupeni subpopulaci B lymfocytd,
rozdelili jsme ptibuzné pacientti do dvou skupin: protilatkove pozitivni (n = 26) a negativni (n = 72).

Mezi témito skupinami jsme ale nepozorovali rozdil v zadné ze zkoumanych populaci.

Zmeény v poméru subpopulacich B lymfocyta byly popsany i v dalSich sudiich, napt. zvySené mnozstvi
MZ B lymfocytl u dospélych diabetikti (tato studie nesledovala mnozstvi ,transitional* B lymfocyti)
[63]. Jina studie, kterd se zabyvala ,transitional B lymfocyty nenasla signifikantni zmény v jejich
populaci v porovnani s kontrolami. Tato studie ale pracovala s mensi kohortou pacientti a

nerozliSovala mezi dlouhodob¢ 1é¢enymi pacienty a diabetiky tésn¢ po manifestaci [135].

Exprese BAFFR na B lymfocytech byla oproti kontrolam signifikantné snizena u dlouhodobych
diabetiku.
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Toto snizeni lze vysvétlit piitomnosti autoreaktivnich B bun¢k u DM1 pacientii, které mohou snizovat
expresi BAFFR po vazbé BCR receptoru [136]. Komplexni efekt BAFF na B lymfocyty je dale
komplikovan variabilni expresi dalSich receptorti (TACI, BCMA) a ui¢inkem stimulace TLR receptort

[137].

Exprese BAFFR na T lymfocytech byla celkové nizsi nez na B lymfocytech. U pacienti pfi
manifestaci jsme pozorovali nartist BAFFR exprimujicich CD4+ i CD8+ T lymfocytd v porovnani s
dlouhodobymi diabetiky a ptibuznymi. Zmény exprese BAFFR zejména na T buiikach nas vedli ke
studiu efektu BAFF na lymfocytech in vitro. Proliferaci CD4+ a CD8+ T lymfocytd a B lymfocytt
jsme méfili pomoci markeru Ki67, u T bunék navic pomoci MFI CD69. Inkubace s BAFF vedla k
vyssi proliferaci B lymfocytti u dlouhodovych pacientll nez u kontrol. Tento efekt se projevuje hlavné
u ,transitional* B bunék, u naivnich B bunék tento trend neni signifikantni a u ostatnich zralejsich
populaci (MZ, pamét'ové buiiky) se neprojevuje viibec. Pfidani BAFF do kultiva¢niho média nemélo
rozdilny vliv na proliferaci T lymfocytl u diabetikd a zdravych kontrol. BAFF pisobil na T lymfocyty
stimulacn¢ pouze bez pritomnosti dal§iho stimulacniho faktoru, piidani CD3/CD28 do média tento
efekt zrusilo a ptidani BAFF nevedlo ke zvySeni proliferace. Zajimalo nés, které T bunécné populace
jsou nejvice aktivovany BAFF, proto jsme zjist'ovali fenotyp T buné¢k: naivni, centralni pamétove,
efektorové pamétové a terminalné diferencované. Zjistili jsme, Ze BAFF ptisobi na téméf v§echny
populace. Naivni T lymfocyty diabetikd mély po stimulaci BAFF signifikantné vy$si MFI CD69 nez u

zdravych kontrol. U ostatnich populaci jsme tento efekt nepozorovali.

Ut¢inky BAFF jsou popsany hlavné u B lymfocytii, kde ptisobi jako faktor podporujici prezivani a
proliferaci. Pisobeni BAFF na T lymfocyty je prozkouméano mnohem méné. Jedna se o molekulu
pusobici aktivacné a kostimulacné, kterd zfejme hraje v roli v kooperaci T a B lymfocytt [138, 139]. V
nasi studii jsme pozorovali, ze BAFF aktivuje T lymfocyty a Ze aktivace CD4+ T bunék je vyrazngjsi
u bungk izolovanych z krve DM 1 pacientii oproti buiitkam zdravych kontrol. Obzvlast’ silné jsou
aktivovany naivni T lymfocyty. Spolu se zvySenou expresi BAFFR pii manifestaci DM1 to mtize

naznacovat, ze se BAFF podili na aktivaci naivnich T bunék béhem vyvoje DM1.

V této studii jsme nalezli n¢kolik zmén v subpopulacich B lymfocytt v periferni krvi déti s DM1.
Zjistili jsme, Ze vyvoj perifernich populaci B lymfocyti je abnormalni oproti zdravym kontrolam, v
periferni krvi lze detekovat snizené mnozstvi rannych vyvojovych stadii, a naopak zvySené mnozstvi
protilatky produkujicich plasmablasti. Pii blizsim pohledu na BAFF, hlavni faktor podporujici preziti
B lymfovytd, jsme zjistili, Ze B buitky DM1 pacientl jsou citlivéjsi k ucinkiim BAFF. U pacienttl pfi
manifestaci DM1 jsme pozorovali zvysenou expresi BAFFR na T lymfocytech. Naivni T lymfocyty
DM1 pacientt byly citlivéjsi ke stimulaci BAFF nez buiiky zdravych kontrol. Celkem vzato nase
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vysledky ukazuji, Ze populace B lymfocytt je u DM1 pacientl odli§ny a miize se podilet na

dysregulaci imunity a také, Ze signalizace BAFF se podili na rozvoji tohoto onemocnéni.

36



2.3 Priloha 3
Not Only Glycaemic But Also Other Metabolic Factors Affect T Regulatory Cell

Counts and Proinflammatory Cytokine Levels in Women with Type 1 Diabetes.

Stechova K, Sklenarova J, Kratzerova T, Pithova P, Filipp D.

J Diabetes Res. 2017;2017:5463273. doi: 10.1155/2017/5463273. Epub 2017 May 3.

2.3.1 Uvod
DM1 ¢asto propuka jiz u mladych jedincl a manifestace onemocnéni je typicky asociovana s akutni
metabolickou poruchou. Pti spravné kompenzaci diabetu jsou pacienti zpocatku jinak relativné zdravi
lidé s normalni vahou. Po nékolika letech se ale jejich zdravi zac¢ina horsSit a mohou se zacit objevovat
chronické diabetické komplikace. Da se fict, Ze jejich télo kviili vykyvim glykémie a tim
zpiisobenému oxidativnimu stresu starne rychleji nez u stejné starych zdravych osob [140]. Casem
také zacCina byt Castéjsi nadvaha az obezita, ktera je zptisobena snizenou senzitivitou k insulinu, coz
dale zvysuje riziko komorbidit jako je napf. metabolicky syndrom a s DM1 asociované mikro- a
makrovaskularni onemocnéni [141]. JelikoZ mé imunitni systém DM pacientt sklon k autoreaktivité,
trpi diabetici Castéji také jinymi autoimunitnimi onemocnénimi (zejména autoimunitnim postizeni

stitné Zlazy) [142].

V nasich pfedchozich studiich jsme zkoumali vliv diabetu matky na imunitni odpovédi novorozence.
Konkrétné nas zajimal vliv kompenzace diabetu matky na cytokinovy profil mononuklearnich bunék z
pupecnikove krve (cord blood mononuclear cells — CBMCs) novorozence. Ukézalo se, ze CMBCs
(nestimulované ¢i stimulované autoantigeny asociovanymi s DM 1) déti matek s hor§i kompenzaci
diabetu produkuji mensi mnozstvi cytokint a chemokinti nez buiiky déti matek s Iépe stabilizovanou
glykémii. Podobné pfi in vitro kultivaci CBMCs pfidani glukézy do kultivaéniho média snizovalo
produkci cytokinti buitkami [143]. Tyto vysledky vyvolaly dalsi otdzky ohledn€ vlivu ostatnich
metabolickych zmén spojenych s DM1 na imunitni systém. Zajimalo nas, zda a jak metabolické
markery jako lipidové spektrum, aterogenni index, hladina vitaminu D ¢i hypertenze ovliviiuji
imunitni systém. V uvahu jsme také brali pisobeni kone¢nych produktt pokrocilé glykace (advanced
glycation end products — AGE). Pro prvotni nahled do této problematiky jsme vybrali skupinu DM1
pacientek v reprodukénim véku (které se potencialné mohou stat matkami a plisobit na vyvoj

imunitniho systému plodu).

Vysetieni lipidového spektra neboli hodnot HDL, LDL cholesterolu a triacylglyceroli slouzi k
vyhodnoceni rizika kardiovaskularnich onemocnéni. Pro odhad tohoto rizika se pouziva nékolik

parametri, které Ize spocitat z hodnot lipidového spektra a to: (1) remnantni cholesterol (vysoce
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aterogenni lipoproteiny), ktery lze zjistit odectenim hodnoty HDL a LDL od celkového cholesterolu,
(2) aterogenni index, neboli pomér celkového cholesterolu a HDL cholesterolu a (3) aterogenni index

plasmy, stanoveny jako logaritmus aterogenniho indexu.

Do studie jsme zatadili 28 DM1 pacientek u kterych jsme shromazdili klinické a biochemické udaje:
BMI, davku insulinu, pfitomnost dalSich autoimunitnich onemocnéni a diabetickych komplikaci,
insulinovou resistenci vyjadienou jako eGDR (whole body glucose disposal rate), aterogenni indexy,
hladinu HbA Ic, lipidii a vitaminu D. Pacientkdm jsme odebrali periferni krev, ze které jsme
vySetiovali hladinu cytokinti (IL6, IL1a, TNFa), AGE a proteint. U pacientek jsme také zjist'ovali
glykemickou variabilitu, kterou jsme ziskali pomoci kontinualniho monitoringu koncentrace glukozy v
intersticiu po dobu 1 mésice pied odbérem. Dale jsme z krve izolovali mononuklearni buiiky a pomoci

pratokové cytometrie sledovali mnozstvi Tregs (CD3+CD4+CD25highCD127low/FoxP3+).

2.3.2 Vysledky a diskuze
Pro analyzu vztahti mezi klinickymi a biochemickymi parametry jsme pacientky rozdélili do tfi skupin
na zakladé hodnot HbA1c: skupina s dobrou kompenzaci (HbAlc <7,5 % DCCT), horsi kompenzaci
(HbAlc 7,5 - 9 % DCCT) a velmi Spatnou kompenzaci diabetu (HbAlc > 9 % DCCT). Piekvapive

svvr

Tv v

D. S mnozstvim vitaminu D také korelovala vyssi glykemicka variabilita.

Cytokinovou produkci jsme dale korelovali s pfitomnosti diabetickych komplikaci (diabeticka
neuropatie, nefropatie, retinopatie ¢i syndrom diabetické nohy). V nasi kohort¢ bylo ptitomno 11
pacientek bez diabetickych komplikaci (skupina 0), 6 pacientek trpicich jednou z téchto komplikaci
(skupina 1) a 11 pacientek postizenych dvéma a vice komplikacemi (skupina 2). Hladina IL1a byla
signifikantn€ vyssi u skupiny 1 v porovnani se skupinou 0. Obdobné produkce TNFa byla nejvyssi u
skupiny 1 v porovnani se skupinou 2. Mnozstvi Tregs pozitivné korelovalo s pritomnosti diabetické

neuropatie.

Aterogenni index a aterogenni index plasmy pozitivné koreloval s hladinou IL1a. MnoZstvi Tregs
korelovalo negativné s remnantnim choesterolem. Celkové mnozstvi CD4+ T lymfocytid korelovalo
inverzn¢ s BMI pacientek. Mnozstvi Tregs pozitivné korelovalo s mnozstvim IL6. Korelace

imunitnich a metabolickych parametri nalezenych v této studii je shrnuta na obrazku 6.
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Obrazek 6. Mnozstvi T regulacnich bunék pozitivné koreluje s pritomnosti neuropatie a hladinou IL6 v
seru, naopak negativné koreluje s hladinou HbAlc, HDL cholesterolu, ApoAl a zbytkovym
cholesterolem. Hladina IL10 a TNFa pozitivné koreluje s pritomnosti jedné diabetické komplikace.
Hodnota IL1o dale koreluje s aterogennimi indexy. Pozorovali jsme negativni vztah mezi TNFo a

kompenzaci diabetu (HbAlc).

Je dobfe zndmo, Ze u pacientli s DM1 dochazi ¢asem k oslabeni imunitniho systému, zv1asté pokud
jsou vykyvy glykémie Spatn€¢ kompenzovany. Bylo prokazano, ze zvySené mnozstvi infek¢nich
onemocnéni u diabetikil je zptisobeno hyperglykémii, ktera vede ke komplexnim zménam imunitniho
systému napt. zhorsSeni funkce neutrofilti, humoralni imunity a antioxida¢ni ochrany téla [144]. K
dysregulaci imunitniho systému mohou pfispivat také dalsi komorbidity spojené s DM1 spolu s

obezitou ¢i nadvahou (pokud jsou pfitomné).

Glykovany hemoglobin je marker reflektujici glykemicky status jedince za dobu poslednich tii
mesict. Je prokdzano, ze hyperglykémie sama o sob€ ma prozanétlivé ucinky [144]. V souladu s
témito fakty jsme v nasi studii u pacientti s vy$Simi hodnotami HbA 1c pozorovali snizené mnozstvi
Tregs v periferni krvi. Ackoliv je HbAlc velmi uzitecny a v klinické praxi Siroce vyuzivany marker
kompenzace DM, nereflektuje glykemickou variabilitu (neboli miru kolisani glykémie), ktera se v
posledni dobé ¢im dal tim Castéji pouziva jako marker pro predikei rozvoje chronickych diabetickych
komplikaci. Glykemicka variabilita vyjadiena jako smérodatna odchylka glykémie ziskané pomoci

kontinualniho monitoringu koncentrace glukdzy v nasi studii nekorelovala s zddnym ze sledovanych
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imunologickych parametrii. Na druhou stranu, glykemicka variabilita korelovala s parametry
lipidového spektra, davkou insulinu (data nebyla zahrnuta do této publikace) a hladinou vitaminu Ds.
Vliv na imunitni funkce tedy bude spi$ nepiimy. Vysledky této studie tedy podporuji stanovisko, zZe
vliv na imunitni funkce a pritomnost chronickych diabetickych komplikaci je disledkem spise

celkového Casu straveného v hyperglykemickém stavu.

Jak hor$i hodnoty HbA 1c, tak vyssi glykemicka variabilita byla asociovana s se snizenou hladinou
vitaminu D. VétSina vzorkd byla odebrana béhem jara — 1éta, a tak jeho hladina neméla byt ovlivnéna
nizkou expozici slune¢nimu zafeni. Vitamin D je dulezity pro spravnou funkci imunitniho systému a
podle nékterych studii je jeho nizka hladina asociovana se vznikem nékterych autoimunitnich
onemocnéni véetné DM 1. Vitamin D ziejmé ovliviiuje napt. negativni selekci v thymu, odpovidavost
na vnéjsi pro-apoptotickou signalizaci, funkci regulacnich T lymfocytli FoxP3+ Tregs a Tr1 nebo
»prepinani“ fenotypu mezi Thl a Tr1 [145]. Nase vysledky napovidaji, Ze k nizkym hladinam
vitaminu D u DM1 alespon ¢aste¢n¢ pfispiva Spatna kompenzace onemocnéni. Existuji studie, podle
kterych je nizka hladina tohoto vitaminu asociovana s metabolickym syndromem, a naopak vitamin D
muze raznymi mechanismy ovliviiovat kontrolu glykémie. Vztah mezi DM1 a vitaminem D je tedy

velmi komplexni [146, 147].

Poné¢kud prekvapive byla Spatna kontrola glykémie asociovana s nizkou hladinou TNFa v séru.
Vysoké hladiny TNFa a IL1a byly patrné u pacientd s jednou chronickou diabetickou komplikaci.
Tyto cytokiny jsou produkované typicky aktivovanymi makrofagy, ale mohou je tvofit i jiné bunécné
typy napt. neutrofily, endotelialni a epitelialni buiiky. IL1a ma Sirokou $kéalu ucinkii od centralni role v
imunitni odpovédi k metabolickym a hematopoetickym aktivitim. Byla nalezena asociace mezi
genetickymi variantami IL1a a diabetickou nefropatii [148] a je tedy mozné, Ze IL1a se ptimo podili
na vzniku diabetickych komplikaci. ZvySené hladiny tohoto cytokinu u pacientl s jednou diabetickou
komplikaci mohou znamenat, Ze procesy vedouci ke vzniku diabetickych komplikaci jsou u
uvedenych osob stéale aktivni, zatimco u pacientt s nékolika komplikacemi uz doslo k vycerpani

imunitnich procesti a zménéné aktivaci mechanismil vrozené imunity vedouci k niz§im hladinam IL1a.

Dale jsme nalezli zvySené mnozstvi Tregs u pacientd s diabetickou neuropatii. Zde mtizeme pouze
spekulovat, jaky mechanismus vedl k tomuto jevu. U DM1 byla pozorovéana sniZzena funkce Tregs a je
napf. mozné, Ze snizena funkce, kompenzovana zvysenym mnozstvim téchto bun¢k na periferii, mize

souviset s poSkozenim nervt [149, 150].

Je zajimavé, ze vy$8i mnozstvi Tregs bylo asociovano s vysokou hladinou IL6 v séru, ackoliv IL6
inhibuje funkci transkripéniho faktoru FoxP3 a vede k diferenciaci na prozanétlivy fenotyp Th17
[151]. Toto pozorovani podporuje hypotézu, Ze u DMI1 existuje nerovnovaha hlavnich transkripénich

faktorts FoxP3 (Tregs) a RORyt (Th17). Pomér exprese téchto dvou faktorti béhem diferenciace Th
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lymfocytl urcuje typ imunitni odpovédi Treg / Th17. Diferenciace na Th17 a Treg fenotyp také

nemusi byt kone¢na a mezi témito dvéma liniemi existuje velka mira plasticity [152].

U DMI pacientil Ize s pfibyvajicim vékem ¢asto pozorovat znaky podobné DM2 ¢i metabolickému
syndromu. To nas vedlo ke sledovani faktorti spojenych s metabolickym syndromem. Ani hypertenze
ani insulinova rezistence nekorelovaly se sledovanymi imunitnimi faktory. Naproti tomu hmotnost
negativné korelovala s celkovym mnozstvim CD4+ T bunék. To je v souladu s poznatky ohledné

snizeni n€kterych populaci lymfocytli u pacientti ohrozenych rozvojem DM2 [153].

V nasi studii jsme pozorovali pozitivni korelaci mezi hladinou HDL (a hlavnim proteinovym
komponentem HDL ApoAl) a Tregs. Je znamo, ze HDL cholesterol ovliviiuje polarizaci T lymfocytt a

ApoAl reguluje funkci Tregs bunék u nékterych mysSich modelt [154, 155].

Celkové vysledky této studie ukazuji komplikovany vztah mezi glykemickymi, lipidovymi a
imunitni parametry (napt. mnozstvi perifernich Tregs ¢i hladinu TNFa) je celkovy Cas straveny ve
stavu hyperglykémie — méfeny jako hodnota HbAlc. Glykemicka variabilita naopak zfejmé nema
primy vliv na studované parametry, na druhou stranu koreluje s né€kterymi metabolickymi parametry
jako je hladina vitaminu D a mGze tak mit urcity klinicky a prognosticky potencial. U mnoha
neimunitnich parametrt je slozité urcit vztah pficiny a nasledku, jejich asociace ale naznacuje, Ze
zabranit u DM1 pacientl naristu BMI a rozvoji dyslipidémie by mohlo vést k pfiznivéjsi dlouhodobé
prognoze. Spojeni glykemickych a lipidovych charakteristik mize v klinické praxi pfinést nazorng;jsi

pohled na imunitni funkce a dlouhodobou prognézu pacientu.
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2.4 Priloha 4

Glucokinase Gene May Be a More Suitable Target Than the Insulin Gene for
Detection of B Cell Death.

Sklenarova J, Petruzelkova L, Kolouskova S, Lebl J, Sumnik Z, Cinek O.

Endocrinology. 2017 Jul 1;158(7):2058-2065. doi: 10.1210/en.2016-1923.

2.4.1 Uvod
Autoimunitni proces vedouci k destrukci beta bunék pankreatu zacina meésice i roky pted klinickou
manifestaci DM1. Pfi¢iny ani pribéh preklinické faze nejsou zatim pfesn¢ popsany. Autoprotilatky se
na destrukci ostriivkl piimo nepodileji a jedna se pouze o nepiimy marker. Metabolické markery 1ze
detekovat az v pozdni fazi, kdy uz je velké mnozstvi beta bunék zni¢eno. Pro studium preklinické faze
DM1 a pro u€innou prevenci jsou potfeba metody umoznujici méteni zbyvajici masy beta bun€k nebo

jejich probihajici destrukei.

Nedavno byla v n¢kolika studiich popsana metoda vyuzivajici pro detekci probihajici destrukce beta
bunek méteni volné demethylované DNA v séru nebo plasme [89 — 93, 156]. Methylace DNA na CpG
dinukleotidu slouzi v buiice k regulaci genové exprese. Promotory byvaji vétSinou demethylované v
buiikéch ¢i tkanich, kde jsou siln€ exprimovany, zatimco promotory inaktivovanych gent byvaji
methylované. Tato metoda ptedpoklada, ze béhem destrukce ostrivkl se do krevniho ob¢hu uvoliuje
malé mnozstvi DNA pochazejici z beta bunék. Jelikoz insulin je ve vEtsi mife exprimovan pouze v
beta buiikach, jeho promotor obsahuje demethylované CpG dinukleotidy v beta bunikach, zatimco v
ostatnich tkanich jsou tyto sekvence methylované. V nékterych z vysSe zminénych studii byl jako
cilova sekvence pouzit promotor insulinového genu [89, 93], ktery ale obsahuje repetitivni sekvence,
coz znacné komplikuje design piesné kvantitativni PCR reakce. Nékteré skupiny proto pouzivaji
sekvenci exonu 2 insulinového genu [90 — 92]. CpG dinukleotidy demethylované v exonu 2 jsou

ovsem kromé¢ beta bun¢k demethylované i v dalSich tkanich [89].

V této studii jsme se proto pokusili zlepsit pfesnost této metody nahrazenim /NS genu jinou sekvenci,
ktera je specificky demethylovana v beta buiikach. Glukokinazovy gen (GCK) obsahuje dva
promotory. Neuroendokrinni promotor je aktivni v beta buiikach, neuronech senzitivnich ke glukoze v
hypothalamu a v n€kterych enteroendokrinnich bunikach. Jaterni promotor je aktivni v jatrech [157].

Nasi metodu jsme zacilili do neuroendokrinniho promotoru GCK.

Methylované a demethylované CpG dinukleotidy lze detekovat pomoci bisulfitové konverze DNA.
Jedna se o chemickou konverzi cytosinu na uracil, pficemz methylovany cytosin je pted konverzi

chranén. Methylacni status cilového tseku jsme ovéfovali pomoci sekvenace DNA (po bisulfitové
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konverzi) izolované z krve a z pankreatickych ostrivkd. Mnozstvi methylované a demethylované
DNA jsme mé&fili pomoci metody droplet digital PCR (ddPCR). Metoda vyuziva 2 fluorescencné
znacené sondy — jednu pro methylovanou a jednu pro demethylovanou DNA. Sondy se vazi na usek
neuroendokrinniho GCK promotoru obsahujici 3 CpG dinukleotidy. Pro validaci metody jsme
vytvotili plasmidy obsahujicich methylovanou a demethylovanou cilovou sekvenci. Metodu jsme dale
porovnavali s diive publikovanou ddPCR eseji zacilenou do /NS promotoru [93]. Methylaci cilové
sekvence u obou metod jsme ovétovali na DNA z riznych tkani (ostriivky, krev, mozek, ledviny, tlusté
a tenké stfevo, jatra, plice a zaludek). Cirkulujici demethylovanou DNA jsme detekovali u pacientl

tésn¢ po manifestaci DM, protilatkove pozitivnich pfibuznych diabetikl a zdravych kontrol.

2.4.2 Vysledky a diskuze
Nejprve jsme ovérili methylacni status cilové GCK sekvence v pankreatickych ostrivcich a v krvi. 3
vybrané CpG dinukleotidy byli pfevazné¢ methylované v krvi (16 ze 17 klonil) a demethylované v
DNA z ostrtivkti (10 z 16 klont). Poté jsme navrhli methyla¢né€ specifickou ddPCR reakci se dvéma
sondami pro detekci methylované a demethylované DNA. Vlastnosti PCR eseje jsme ovérili pomoci
plasmidt obsahujici methylovanou a demethylovanou cilovou sekvenci. Plasmidy v koncentracich 2,5
x 10" az 10 kopii/reakci jsme méfili v riznych vzajemnych pomérech. Stejna méfeni jsme provedli i
pro INS metodu. Zatimco GCK metoda nedetekovala fale$né pozitivni signal demethylované DNA ani
v piitomnosti vysoké koncentrace methylované DNA (2,5 x 10*kopii/reakci), metoda zacilena do INS
promotoru ukazovala fale$né pozitivni signal pfi vysokém pozadi methylované DNA (koncentrace 2,5
x 10* a 10*kopii/reakci). INS metoda tedy neni vhodna pro detekci demethylované DNA, pokud
pozadi methylované DNA piesahne koncentraci 10° kopii/reakci. Zatimco GCK sonda se vaze na
sekvenci obsahujici 3 CpG nukleotidy (sonda pro methylovanou a demethylovanou DNA se tedy lisi
ve 3 nukleotidech), sonda pro detekci /NS sekvence rozpoznava sekvenci obsahujici pouze jeden CpG
dinukleotid a je tedy vice nachylna k nespecifické vazb¢ na templat. To mize byt velmi dilezité pro
klinické pouziti metody. Mnozstvi DNA uvolnéné do krevniho ob&hu z ostrivki je velmi malé v
porovnani s DNA uvolnéné z dalSich tkani a vzorky cirkulujici DNA ze séra i z plasmy bézné obsahuji

nasobn¢ vyssi mnozstvi methylované DNA.

Pomoci GCK a INS metody jsme zméfili miru methylace cilovych sekvenci v DNA extrahované z
ruznych tkéni — pankreatickych ostravkd, krve, mozku, ledvin, jater, tenkého a tlustého stfeva, zaludku
a plic. Cilova CpG mista byla demethylovana v ostriveich (89 % v GCK a 69 % v INS genu). V
ostatnich tkanich byly tyto CpG dinukleotidy pievazné methylované. Detekovana sekvence v GCK
genu vykazovala vy$s$i miru methylace nez INS ve vSech tkanich kromé ledvin. Neni znamo nakolik
jednotlivé tkané pfispivaji k mnozstvi cirkulujici DNA, ale celkova mira methylace se zda byt vyssiu

GCK promotoru. Zejména nizka methylace GCK sekvence v krvi je ale vyhodou pro klinické pouziti.
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Pfi zpracovani vzorkl krve mtize snadno dochazet ke kontaminaci DNA z krevnich bunék. Pfi
prodlevé mezi odbérem krve a separaci séra ¢i plasmy mize dochazet k poskozeni krevnich bunék. Je
také dulezité odstranit ze séra / plasmy zbytky bunék bud’ pomoci filtrace ¢i pfidanim jednoho kola

centrifugace.

V nasi studii jsme analyzovali vzorky periferni krve od celkem 59 déti: 25 pacientt s DM1 do 4 tydnt
od manifestace onemocnéni, 14 protilatkoveé pozitivnich ptibuznych DM1 pacientl z programu
PREDIA.CZ a 20 zdravych kontrol. Mnozstvi materialu ndim umoznilo zméfit demethylovanou DNA
GCK 1 INS eseji u vétsiny vzorkd, ale ne u vSech. Obé¢ eseje byly pouzity u 23 DM1 pacienti, 9
protilatkove pozitivnich déti a 20 zdravych kontrol. Obé metody detekovali ptiblizné€ stejné mnoZzstvi
methylované DNA, ale /NS esej detekovala vétsi mnozstvi demethylované DNA (GCK: 0—15 kopii /
250 pl séra, median 2 kopie / 250 pl séra; INS: 1,3-225 kopii / 250 pl séra, median 14 kopii / 250 ul
séra). Mnozstvi demethylované INS DNA pozitivné korelovalo s mnozstvim demethylované GCK
DNA (p < 10), v piipadé methylované DNA byla pozitivni korelace jesté vyrazn&jsi (p < 10°). U
obou metod jsme také pozorovali velmi silnou pozitivni korelaci mezi mnozstvi methylované a
demethylované DNA (GCK: p < 10 p < 10'*) Tento fakt vyvolava otazku, zda demethylovana DNA
nepochazi ze stejného zdroje jako methylovand DNA spiSe nez z beta bunék. Methylace cilové
sekvence v tkanich mimo pankreatické ostriivky totiz nikdy neni 100%. Mnozstvi demethylované
GCK DNA, kterou jsme detekovali ve vzorcich séra je velmi nizké (median 2 kopie / 250 pl). Presnost
mefeni takto nizkych koncentraci neni optimalni. Pro spolehlivou detekci demethylované DNA by

bylo potfeba vetsi mnozstvi vzorku.

Mnozstvi demethylované /NS ani GCK DNA nebylo signifikantné zvySené u zadné ze zkoumanych
skupin. Pfi pouziti poméru demethylované / methylované DNA se vysledky obou metod lisily. GCK
metoda nalezla hrani¢né signifikantni zvySeni poméru u protilatkove pozitivnich déti (v porovnani s
DM1 pacienty p = 0,04; a zdravymi kontrolami p = 0,06). Zatimco /NS metoda nalezla zvySeny pomér
u zdravych kontrol v porovndni s DM1 pacienty (p = 0,01). Tento nesoulad je zfejme zptisoben velmi
nizkou koncentraci demethylované GCK DNA ve vzorcich. Pro spolehlivou detekci by bylo potieba
vetsi mnozstvi vzorku. Dal§im faktorem miize byt, ze méfeni demethylované /NS DNA muze byt

zkresleno nespecifickou vazbou sond pii vysokém pozadi methylované DNA.

Ackoliv zménou cilové sekvence do neuroendokrinniho GCK promotoru se zlepsila specificita
methylace a ddPCR metoda pro detekci demethylované GCK DNA ma lepsi analytické parametry nez
INS metoda, klinické pouziti této metody pro detekci probihajici destrukce beta bunck je zatim stale
neuspokojivé. Pfimé srovnani dvou metod zacilenych do INS a GCK genti vede k pochybam, zda DNA
detekovana t€émito metodami v diivéj§ich publikacich opravdu pochazi z beta bunék. Zda se, ze pro

detekci demethylované DNA z beta bunék by bylo potfeba vétsi mnozstvi séra, spravné zpracovani
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vzorku krve s ohledem na moznou kontaminaci bunéénou DNA a kombinace vice specifickych

markeru.
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3 Zavér
V priibéhu svého postgradualniho studia jsem se zabyvala diabetem mellitem 1. typu, konkrétné
moznostmi jeho predikce a prevence, dysregulaci imunitniho systému u pacientt a jejich souvislosti s

metabolickymi zménami provazejicimi toto onemocnéni.

K typickym projevim DM1 dochéazi v moment¢, kdy je vétSina beta bunck znicena a zbyvajici beta
buiiky nejsou schopné svou produkei insulinu pokryt potieby organismu. Vzhledem k relativné dlouhé
preklinické fazi onemocnéni by bylo idealni rozvoji onemocnéni predchdzet. Antigen specificka
imunoterapie se jevi jako nejlepsi feSeni, protoze netlumi celkovou funkci imunitniho systému, ale
snazi se o navozeni tolerance ke konkrétnim autoantigenim. Probé&hlo jiz n€kolik studii, které
zkousely podavat s diabetem asociované autoantigeny pacientim, nepfinesly vSak oc¢ekavané
vysledky. V nasi in vitro studii jsme zkoumali vliv autoprotilatkového profilu DM1 pacientii na
reaktivitu jejich PBMCs na autoantigeny. Zjistili jsme, Ze reaktivita k autoantigentim je velice
individualni a je ovlivnéna i autoprotilatkovym profilem. Zda se, Ze autoprotilatkovy profil odrazi
rizné nastaveni imunitniho systému, ¢i rozdilnou fazi autoimunitni destrukce i po klinické manifestaci
onemocnéni. Tyto poznatky by mohly byt uzitecné pii pldnovani imunointervencnich studii. Je
pravdépodobné, Ze antigen specificka terapie nebude uc¢inna u vSech piipadi DM1 a bude potieba ji

pacientim pfipravit ,,na miru®.

Autoprotilatky jsou velice uzitecny nastroj pro predikci DM1, jedna se ovSem pouze o nepiimé
markery, které nevypovidaji o tubytku beta bunék. Metabolické markery poukazujici na nedostatek
insulinu a dysregulaci glykémie se ale objevi az v momenté, kdy je vétSina beta bunék zni¢ena.
Marker sledujici ubytek beta bunék v organismu by byl velmi uzite¢ny pro zptesnéni uréeni rizika
rozvoje DM a objasnéni dynamiky autoimunitni destrukce téchto bunék. Objevilo se nékolik studii,
které se pokousely detekovat zanik beta bunék pomoci méteni DNA z nich uvolnéné. Pokusili jsme se
zlepsit vlastnosti této metody zménou cilové sekvence na neuroendokrinni promotor glukokinazového
na zpracovani vzorku, abychom se vyhnuli kontaminaci bunéénou DNA a navrhli jsme velmi citlivou
kvantitativni ddPCR esej. Bohuzel jsme zjistili, Ze cilové DNA je v krevnim ob€hu velmi malé
mnozstvi a pro jeji detekci by bylo potieba vétsi mnozstvi vzorku, nez je prakticky mozné ziskat pro
vyzkumné ucely (preklinicka faze DM1 ¢asto probiha uz v détském veku, prvni autoprotilatka se
nejcasteji objevi mezi 1. a 2. rokem). Ziskané vysledky jsou v tomto pfipadé spiSe negativni, nicméné

pro dalsi hledani podobnych markert dilezité.

Je obecné ptijimanym faktem, Ze DM1 je onemocnéni mediované T lymfocyty. Nicméné se jedna o

komplexni poruchu imunitniho systému, ktera postihuje i ostatni bunécné typy. B lymfocyty se kromé
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tvorby autoprotilatek podileji na patogenezi DM1 také prezentaci antigenu. Rozhodli jsme se zkoumat
zmény v populacich B lymfocyti béhem riznych fazi DM1: preklinické, pti manifestaci onemocnéni a
u pacientti 1écenych jiz delsi dobu. U DM1 pacientl (pfi manifestaci onemocnéni i pozdgji) jsme
pozorovali snizené mnozstvi ,,transitional” B bunék. U pacientd 1éCenych delsi dobu byla navic na B
lymfocytech snizena exprese BAFFR. Exprese BAFFR byla naopak zvysena na T lymfocytech
pacientl pii manifestaci. To je v souladu s celkovym nastavenim imunitniho systému, kdy pfi
manifestaci onemocnéni jsou aktivni autoimunitni procesy vedouci k destrukci beta bunék, a naopak s
¢asovym odstupem se projevuje mirna dysfunkce imunitniho systému a vétsi sklon k nékterym
infekénim onemocnénim. Aktivace CD4+ T bunék BAFF je vyraznéjsi u bun€k izolovanych z krve
DM1 pacientt oproti bunkam zdravych kontrol. Spolu se zvySenou expresi BAFFR pii manifestaci
DM1 to mtze naznacovat, Ze se BAFF podili na aktivaci naivnich T bun¢k béhem vyvoje DM1. Zda
se tedy, ze vyvoj B lymfocytl je oproti zdravym kontrolam odlisny a odlisné nastaveni B lymfocyti se

muze podilet na dysregulaci imunitniho systému a BAFF signalizace miiZze mit roli ve vyvoji DM1.

Navzdory substitucni insulinové 1é¢bé dochazi u DM1 pacientli k vykyvim glykémie, coz zvySuje
oxidativni stres organismu a vede vyvoji chronickych diabetickych komplikaci. Je znamo, Ze
dysregulace gluk6zové homeostazy piisobi i na imunitni systém a vede ke zhorSeni funkce neutrofild,
humoralni imunity a antioxida¢ni ochrany téla. Diisledkem je, Ze diabetici trpi zvySenym mnoZstvim
infek¢nich onemocnéni. Tato fakta spolu s vysledky naSich pfedchozich studii zabyvajicich se vlivem
kompenzace diabetu matky na imunitni systém plodu nas vedli k otdzkam ohledné ptisobeni
metabolickych zmén spojenych s diabetem na imunitni funkce. Kromé kompenzace DM1 vyjadiené
hodnotou HbA 1c¢ a glykemickou variabilitou jsme analyzovali dal$i parametry jako lipidové spektrum
¢i hladinu vitaminu D. Zjistili jsme, ze spiSe nez glykemickou variabilitou, je imunitni systém
ovlivnén celkovou dobou stravenou v hyperglykémii. U pacientt s hor$i kompenzaci jsme pozorovali
snizené mnozstvi Tregs. Naopak pozitivné korelovalo mnozstvi Tregs s hladinou HDL cholesterolu a s
pritomnosti diabetické neuropatie. Celkové vysledky této studie ukazuji komplikovany vztah mezi

glykemickymi, lipidovymi a imunitnimi parametry u DM1.

DM1 je komplexni onemocnéni na jehoz vzniku se podili mnoho faktorti genetickych i
enviromentalnich. I ptes desetileti vyzkumu zlstavaji pti¢iny vzniku DM1 zatim nejasné. Relativné
dlouha preklinicka faze nicméné dava nadéji na vyvoj preventivni 1é¢by. V této praci jsem se snazila o
shrnuti sou¢asného pohledu na patogenezi DM1, markerti pouzivanych pro vyzkum i v klinické praxi
a moznosti imunointervence. Doufam, Ze nase prace alespon ¢astené ptispéla k porozuméni tomuto

onemocnéni a jeho budouci 1é¢bé.
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Seznam zkratek

DMI1 Diabetes mellitus 1. typu

GADG65 Glutamic acid decarboxylase 65 kDa isoform
1A2 Insulinoma-associated antigen 2

ZnT8§ Zinc Transporter 8

TRIGR Trial to reduce IDDM in the genetically at risk
TEDDY The Environmental Determinants of Diabetes in the Young
NOD Non-obese diabetic mouse

LPS Lipopolysacharid

HLA Human leucocyte antigen

TCR T cell receptor

tGT Tissue transglutaminase

nPOD Network for pancreatic organ donors

LADA Late autoimmune diabetes of adulthood
BCR B cell receptor

DAISY Diabetes autoimmunity study in the young
DIPP Diabetes prediction and prevention

OGTT Oral glucose tolerance test

ivGTT Intravenous glucose tolerance test

HbAlc Glykovany hemoglobin

FPIR First phase insulin response

EBV Epstein-Barr virus

Treg T regulacni bunky
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Teff Efektorové T buiiky

DPT-1 Diabetes prevention trial 1

IAA Insulin autoantibodies

MHC Major histocompatibility complex
CBMCs Cord blood mononuclear cells
LDL Low density lipoprotein

HDL High density lipoprotein

AGE Advanced glycation end pruduct
BMI Body mass index

PCR Polymerase chain reaction
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