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Abstrakt

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je organové specifické autoimunitni
onemocnéni, které je charakterizovano zniCenim beta bunék pankreatu
produkujicich inzulin. Hlavni roli pfi destrukci beta bunék hraje bunééna
komponenta imunitniho systému, pfedevsim autoreaktivni T lymfocyty.
V soucasné dobé je snaha o wvytipovani jedincu ve fazi prediabetu,
u kterych jesSté nedoSlo ke klinické manifestaci choroby, a u téchto
jednotlivetl nasadit Ié€bu s cilem zastavit nebo alespori zpomalit destrukci
beta bunék.

Vramci nasSeho vyzkumu jsme s kolegy identifikovali nékolik
kandidatnich drah a proteinu, které by mohly hrat pfi vzniku diabetu zasadni
roli. Jedna se predevsSim o aktivaci antivirovych a Thl7 drah, které jsou
¢asto spojovany se vznikem DM1. DalSi vysledky ukazuji na rozdily v poctu
dendritickych bunék a v jimi produkovanych cytokinech. Prokazali jsme, Ze
reaktivita imunitniho systému prvostupfiovych pfibuznych diabetikd se velmi
liSi od zdravych kontrol a Ze ke zvoleni vhodné imunointervencni lécby,
bude tfeba brat v potaz i protilatkovy profil pacientd, nebot vySe titrd
protilatek asociovanych s diabetem nam s velkou pravdépodobnosti bude
délit DM1 do dalSich podskupin, dle agresivity autoimunitniho zanétu.

Imunologické pochody, heterogenita DM1 a pravdépodobné i odliSné
molekularni mechanismy jeho vzniku bude nutno brat v budoucnu v Gvahu

pfi navrhovani imunointervenénich studii.

Klicova slova: Diabetes 1.typu, Langerhansovy ostravky, inzulitida,
autoimunita, autoreaktivni T lymfocyty, Th17, DC, cytokiny, autoprotilatky,

microarray



Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is an organ specific autoimmune disorder
characterised by the immune-mediated destruction of insulin-producing
pancreatic beta cells. Beta-cell destruction is mediated primarily by cellular
components of the immune system, especially auto-reactive T cells.
Nowadays, agoal of many studies is built up the best system for
identification of individuals in prediabetes stage and to treat them to
preserve sufficient amount of insulin producing beta cells.

We identified several candidate pathways and proteins which could be
important in pathology of T1D, like an antiviral responses and differentiation
of Th17 pathways. We observed differences in dendritic cells count and in
their cytokines production. Our data support the notion that the
establishment of proinflammatory environment in genetically predisposed
individuals along with the involvement of non-specific immune mechanisms
is critical for the initiation of autoimmune, destructive insulitis. Nonetheless,
patient’s autoantibody profile reflects the type of cellular immune response
and should be take in a count as well. This finding may be useful in design
of immunointervention studies to prevent T1D.

Considering the heterogeneity of the clinical course of this disease
and perhaps different mechanisms of molecular pathology, immune

interventions should be more personalised.

Key words: Type 1 diabetes, islets of langerhans, insulitis,
autoimmunity, autoreactive T cells, Th1l7, DC, cytokines, autoantibodies,

microarray
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Abstrakt

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je organové specifické autoimunitni
onemocnéni, které je charakterizovano zniCenim beta bunék pankreatu
produkujicich inzulin. V disledku nedostatku inzulinu vznika hyperglykémie
a néasledné dochazi k celkovému metabolickému rozvratu. Na vzniku DM1
se mimo genetickych vlivd podili i faktory zevniho prostfedi. Hlavni roli pfi
destrukci beta bunék hraje buné&na komponenta imunitniho systému,
predevsim autoreaktivni T lymfocyty, které jsou polarizovany ve sméru Thl.
V souCasné dobé je snaha o wvytipovani jedincd ve fazi prediabetu,
u kterych jesté nedoSlo ke klinické manifestaci choroby, a u téchto
jednotlivetl nasadit |é€bu s cilem zastavit nebo alespori zpomalit destrukci
beta bunék. Co nejdelSi uchovani alespon zbytkové vlastni sekrece inzulinu
je dulezité z hlediska progndézy pacienta (ve smyslu rozvoje chronickych
diabetickych komplikaci).

Ve své praci jsem se zaméfila predevsim na détské pacienty s DM1
a jejich prvostupriové pfibuzné, ktefi jsou na Pediatrické klinice 2.LF UK
zafazeni v Programu predikce diabetu. Podilela jsem se na vyzkumu
cileném na identifikaci specifickych imunologickych znakd typickych pro
prediabetes a DM1. V ramci naSeho vyzkumu jsme s kolegy identifikovali
nékolik kandidatnich drah a proteind, které by mohly hrat pfi vzniku diabetu
zasadni roli. Jedna se pfedevSim o aktivaci antivirovych a Th17 drah, které
jsou €asto spojovany se vznikem DM1. DalSi vysledky ukazuji na rozdily
v poctu dendritickych bunék a v jimi produkovanych cytokinech. Prokézali
jsme, Ze reaktivita imunitniho systému prvostupnovych pfibuznych
diabetik( se velmi liSi od bazalniho nastaveni zdravych kontrol, kde byla
vylou€ena pfitomnost autoimunitnich onemocnéni v rodiné. Dulezité je ale
i Zjisténi, Ze ke zvoleni vhodné imunointervenc¢ni 1é¢Cby, bude tfeba brat
v potaz i protilatkovy profil pacientd, nebot vySe titrd protilatek
asociovanych s diabetem nam s velkou pravdépodobnosti bude délit DM1
do dalSich podskupin, dle agresivity autoimunitniho zanétu.

K utvofeni kompletniho obrazu, jak vznikda DM1 chybi jeSté Fada
poznatkd. Imunologické pochody, heterogenita tohoto onemocnéni
a pravdépodobné i odlisné molekularni mechanismy jeho vzniku bude
nutno brat v budoucnu v Gvahu pfi navrhovani imunointervenénich studii.



Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is an organ specific autoimmune disorder
characterised by the immune-mediated destruction of insulin-producing
pancreatic beta cells. Resulting insulinopenia leads to hyperglycemia and
subsequent complex metabolic failure. Both - genetic predisposition and
environmental factors influence the development of this disease. Beta-cell
destruction is mediated primarily by cellular components of the immune
system, especially auto-reactive T cells, which are Thl polarised.
Nowadays, agoal of many studies is built up the best system for
identification of individuals in prediabetes stage and to treat them to
preserve sufficient amount of insulin producing beta cells (or at least to
prolong their survival).

In our laboratory we focused on paediatric patients suffering from T1D
and on their first degree relatives, who are monitoring in T1D Prediction
programme. We tried to find new immunologic markers which would be
useful for prediabetes diagnosis. We identified several candidate pathways
and proteins which could be important in pathology of T1D, like an antiviral
responses and differentiation of Th1l7 pathways. Regarding parameters
related to innate immunity we observed differences in dendritic cells count
and in their cytokines production. Our data support the notion that the
establishment of proinflammatory environment in genetically predisposed
individuals along with the involvement of non-specific immune mechanisms
is critical for the initiation of autoimmune, destructive insulitis. Nonetheless,
patient’s autoantibody profile reflects the type of cellular immune response
and should be take in a count as well. This finding may be useful in design
of immunointervention studies to prevent T1D.

Many unknowns are still missing to fold up complete pathogenic
mechanisms of T1D development. Considering the heterogeneity of the
clinical course of this disease and perhaps different mechanisms of

molecular pathology, immune interventions should be more personalised.
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1 Uvod

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je heterogenni skupinou chronickych metabolickych
chorob, kde dochazi k poruse metabolismu cukrli, pfi které organismus
neni schopen udrzet koncentraci glukozy v krvi v mezich normy. Zakladnim
projevem je zvySena hladina glukézy v krvi (hyperglykémie), kterd4 vznika
v disledku nedostatku inzulinu & jeho nedostateCné ucinnosti, nebo

kombinaci obojiho.

1.1.1 Kilasifikace diabetes mellitus

Duvody pro vzrust glykémie jsou razné a podle toho rozliSujeme
(DM1), ktery vznika vduasledku destrukce beta-bunék pankreatu
a deficience inzulinu a diabetes mellitus 2.typu (DM2), kde télo na inzulin
adekvéatné nereaguje a ztraci k nému vnimavost. V pfipadé DM2 dochazi
k porusSe produkce inzulinu az sekundarné.

Mezi dalSi typy diabetu patfi gestacni diabetes mellitus, ktery vznika
v téhotenstvi vlivem fyziologickych hormonélnich zmén &i monogenné
vazany diabetes mellitus (MODY- Maturity Onset Diabetes of the Young),
kde onemocnéni souvisi s konkrétni genovou poruchou v regulaci
metabolismu cukrd. Dale jsou zde i typy diabetl spojenych s chronickym
onemocnénim slinivky bfiSni nebo s raznymi léky &i chemikaliemi (Tabulka
1)_1,2

[. DM 1.typu
a) Imunitné podminény
b) Idiopaticky (insulin-dependentni bez pfitomnosti autoprotilatek)

II. DM 2.typu
lll. Ostatni specifické formy diabetu (napf. MODY, chemicky indukované,...)
IV. Gesta¢ni DM

Tabulka 1: Klasifikace DM.*?
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1.1.2 Pro¢ je pro organismus d ulezitd normoglykémie?

Glukéza je hlavnim zdrojem energie pro organismus a do krve se
dostavd dvéma zpasoby. Prvni cesta je z jidla a druha ze
zasobniho glykogenu. Hospodareni s glukézou je pod vlivem fady
pankreatu. Inzulin ma vtéle fadu GcCinkad v oblasti energetického
metabolismu. PfedevSim ma dvé zakladni funkce. Zaprvé dava pokyn
k ukladani glukézy do zasob v jatrech, a tim snizuje glykémii, a zadruhé
(v pfipadé inzulin-dependentniho transportu) umozfuje vstup glukézy do
bunék, kde je nasledné chemicky zpracovana a je z ni ziskana energie.* 3

Vysledkem nedostatku inzulinu, &i jeho neddinnosti je naruSen
transport glukézy z krve do buriky bunéénou membranou, coZ vede
k hyperglykemii a nedostatku glukézy intracelularné (Obrazek 1).
Nedostate¢né vyuziti gluk6zy bunkami je nahrazovano jinymi zdroji energie.
Stimuluje se glukoneogeneze a glykogenolyza, dale se zvySuje lipolytické
Stépeni triacylglyceroll na mastné kyseliny a glycerol a dochazi ke vzniku
ketolatek. Nadbyte¢na glukdza a ketolatky se dostavaji do moci a zpusobuiji
nadmérné moceni (polyurii).

Dlouhodoby vliv hyperglykémie je spojen s poruchou funkce fady
organu. Jednak dochazi k tzv.mikroangiopatii, jejimiz klinickymi projevy jsou
retinopatie, nefropatie a neuropatie. Dale jsou pak pacienti postiZzeni
tzv.makrovaskularnimi  komplikacemi, které spocivaji v akcelerované
ateroskler6ze. Ddusledkem kombinace mikro- a makrovaskularnich
komplikaci je pak specificka chronickd diabetickd komplikace zvana
,<diabetickd noha“. Ve finale diabetes tak vede k vyznamnému zhorSeni
kvality Zivota a mnohdy i ke zkraceni oekavané deélky doziti, i kdyz v tomto
ohledu dochazi kvyraznému zlepSeni. Je nesporné, Ze diabetes
predstavuje velkou zatéz pro jednotlivce a ze socioekonomického hlediska

pak pochopitelné i pro celou spole¢nost.>
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Obrézek 1: Pfisun a odsun glykézy z plazmy.?

Dulezitym ukazatelem dlouhodobé kompenzace diabetu je mnoZstvi
glykovaného  hemoglobinu  (HbAlc). Ten vznikd v organismu
neenzymatickou reakci mezi hemoglobinem a gluk6zou. Jeho hodnota
nepfimo odrazi pramérnou koncentraci krevni glukézy za posledni 2-3
mésice, coz odpovida pramérné dobé prezivani ¢ervenych krvinek, ktera je
120 dni.°

U pacientll s diagn6zou DM1 je jedinou a nezastupitelnou lécbou
podavani inzulinu. Pokud klesd endogenni sekrece inzulinu, musi byt
nahrazena exogenné podavanym inzulinem. V sou¢asné dobé neni znama

jakékoliv jina léCba DML i pfes Fadu studii, které v této oblasti probihaji.

1.1.3 Epidemiologie diabetes mellitus

Dle udaju Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky bylo v roce
2013 v Ceské republice Ié&eno 8,2% populace na diabetes. Ke konci roku
2013 se Iécilo s DM2 789 900 s DM1 58 901 nemocnych. Pocet léCenych
diabetik(l v nasi populaci ale dlouhodobé roste.®

DM1 neni nejCastéji se vyskytujicim typem diabetu, ale pokud jde
o détsky veék, patfi DM1 knejCastéji se vyskytujicim chronickym
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onemocnénim vyskytujicim se ve véku do 16 let. Celosvétové je incidence
a prevalence diabetu 1. typu velmi rozdilnad podle geografickych podminek

i etnické pfislusnosti (Tabulka 2).% ’

Prevalence a incidence Vysoka Nizka
Geografické vlivy Sever Jih
Sezonalita Podzim, zima Léto
Migrace Pristéhovali Usedli
HLA-
Genetika DR3, DR4, DQB |HLA-DR2
Rasa Bili Cerni
Prost redi Finsko Estonsko

Tabulka 2: Epidemiologie DM1. typu.?

Incidence DM1 se v poslednich desetiletich zvySuje predevsim
v rozvinutych zemich. Zaroven dochazi ke snizovani véku manifestace
choroby.? Pokud budou sougasné trendy pokragovat, mezi lety 2005-2020
se v Evropé predpoklada zdvojnasobeni podétu novych pfipadt u déti do
5 let a zvySeni prevalence u déti do 15 let 0 70 %.°

Podle studie profesora Pattersona je meziro€ni narust pocétu novych
pfipadl s DM1 u déti mladSich 15 let mezi 3-4 % napfi¢ Evropou. Tyto
Udaje neplati pro vSechny staty Evropy. V Evropé maZeme vidét severojizni
gradient vyskytu DM1, kde nejvice pfipadl eviduji skandinavské zemé
(s vyjimkou Sardinie).’* **

Od roku 1989 jsou v Ceském registru détského diabetu
zaznamenavana data o détskych diabetickych pacientech ve véku do
14 let. Incidence diabetu méla az do roku 2003 vzristajici tendenci, kdy
doséahla 19,1 nové manifestovanych déti s DM1 na 100 000 déti za rok. Od
té doby incidence DM1 kles&, nicméné od roku 1989 doslo k trojnasobnému
narfistu poctu déti s DM1 a to predevsim v kategorii déti do 4 let véku.*?

1.1.4 Diabetes mellitus 1.typu

Jedna se o autoimunitni onemocnéni, pfi kterém dochazi k destrukci

beta bunék pankreatu, které jsou zodpovédné za produkci inzulinu. Tato
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destrukce je doprovazena zanétem, neboli inzulitidou, pfi které dochazi
k produkci autoprotilatek asociovanych s DML1.

Tyto autoprotilatky je mozné ve vétSiné pfipadu detekovat dlouhou
dobu pfed samotnou manifestaci DM1. Mezi bézné stanovované
autoprotilatky, které pfispivaji k diagnostice DM1 patfi pfedevsim protilatky
proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (izoforma GADG65), tyrozinfosfataze
(IA2) a inzulinu (IAA). Neméné dulezité jsou i protilatky proti zinkovému
transporteru 8 (ZnT8). Jedna se o relativné novy antigen, ktery byl prvné
popsan vroce 2007, ale vsoudasné dobé& jeho vySetfovani v Ceské
republice neni rutinni zaleZzitosti. Nicméné existuji pacienti, ktefi maji
pozitivni pouze stimto antigenem asociované autoprotilatky a mohou se
tedy pfi vySetfeni pouze vySe uvedenych 3 autoprotilatek jevit jako
protilatkové negativni.*® 14

DM1 mulze vzniknout v kazdém véku, ale setkavame se s jeho
manifestaci prfedevSim u mladSich jedincd. Typickymi pfiznaky jsou
polyurie, polydipsie, Unava, Ubytek hmotnosti a nechutenstvi. Pokud je
koncentrace cukru v krvi vysSi nez 10 mmol/l, dochazi ke glykosurii,
postupné ke ketonurii, ketoadidéze organismu a celkovému metabolickému
rozvratu. Pfed objevem inzulinu pacienti vtomto metabolickém rozvratu
umirali. Ani dnes neni moZné tento stav podcefiovat, protoZze chybna
diagn6za nebo neadekvatni terapie mize i dnes skoncit fatalné. V kazdém
pfipadé diagnéza DM1 pro pacienta znamena nutnost doZivotné si
aplikovat injekce inzulinu, provadét tzv. selfmonitoring (méfeni glykémii,

vySetfovani modée) a dodrZovat reZimova opatreni.’* >

1.1.4.1 Genetické vlivy p Fi vzniku DM1
Etiologie vzniku diabetu je stale nejasnd. Vi se, Ze se jedna

o multifaktorialni onemocnéni, kde se setkavaji genetické i negenetické
vlivy, které spolu dosud ne zcela jasnym zplsobem interaguji. Dédi¢nost
predispozic pro vznik DM1 je zde nezpochybnitelna. To ukazuji studie, kde
jednovaje¢na dvojCata maji 50% riziko vzniku diabetu, oproti 8% riziku
u dvojvajeénych.*® Riziko vzniku DM1 je rozdilné i v zavislosti, kdo v rodiné

trpi DM1. Pokud je to sourozenec, pak je riziko asi 8%, pokud otec, riziko je
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cca 5% a u matky asi 3% (nicméné zde je dllezité, zda matka onemocnéla
DM1 pred, & po otéhotnéni).'’

V soucasné dobé je jiz zndmo vice nez 50 genu, které signifikantné
ovliviuji riziko vzniku DM1. Ale rozhodné se nejedna o koneé&né &islo.*®

Mira rizika vzniku DM1 je urCena polygenné. Je ale ziejmé, ze
pfiblizné 40-50% podilem se na tomto onemocnéni ucastni molekuly
hlavniho histokompatibilniho systému &lovéka (HLA). Hlavni funkci téchto
molekul je prezentace antigenu T lymfocytim. HLA oblast se nachazi na
chromosomu 6p21 a je povazovana za velmi dulezitou pro vznik mnoha
autoimunitnich chorob véetné DM1.%°

Pfedevsim polymorfismy molekul HLA Il.tfidy (konkrétné molekuly
DRB1-DQA1-DQB1) jsou asociovany s raznym stupném genetického rizika
pro vznik DM1. Mezi nejrizikovéjsi patfi haplotypy DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*02 na jednom chromozomu a DRB1*0401/02/04/05/08-DQA1*0301-
DQB1*0302/04 na druhém. Na druhou stranu existuji i ochranné haplotypy,
mezi které patfi predevsim DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602.% 1

V lidském genomu asi neexistuje Zadna jina oblast stak velkym
vlivem na vznik DM1 jako maji HLA molekuly. DuleZité jsou ale i ostatni
geny jako napf. inzulinovy gen (INS), ,cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4“ (CTLA4), .lymphoid-specific protein tyrosine phosphatase*
(PTPN22), interleukin-2 receptor (IL2RA),...(Obréazek 2).*
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Obrazek 2: Na ose x jsou vyznacdeny znamé geny, které maji vliv na vznik

DM1. Osa y znazorriuje pomér Sanci vzniku DM1. Barevné
kédovani rozdéluje jednotlivé geny dle roku objeveni. Geny
oznacené hvézdickou jsou exprimovany v lidskych ostravcich

pankreatu.'®

1.1.4.2 Negenetickeé vlivy p Fi vzniku DM1
Jak jsem se jiz zminovala, DM1 je onemocnéni multifaktorialni

a kromé genetiky se podili na jeho vzniku fada dalSich faktoru, z kterych
zname pouhé atrzky.

O vlivu negenetickych faktorll v patogenezi diabetu mluvi fada fakta.
At jiz se jedna o konkordanci DM1 u monozygotnich dvoj¢at (ktera
rozhodné neni 100%, jak by tomu bylo v pfipadé uplatnéni se pouze
genetickych vlivld), sezonalitu vzniku DM1, ktera je zvelké CcZasti
pfisuzovdna Cast&jSim infekcim (pfedevSim enterovirovym) v zimnim
obdobi, ¢asna expozice kravského miléka, lepku, nedostatek vitaminu D ¢i
geografické variabilité. V této sekci by se dalo diskutovat opravdu velmi

dlouho. Studii publikovanych na toto téma je velké mnoZstvi a struény
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prehled negenetickych faktor(l asociovanych s vySSim rizikem vzniku DM1
je priloZen v tabulce (Tabulka 3).% 12

Mechanismus pusobeni jednotlivych nutri€nich slozek, které by mohly
hrat roli pfi vzniku autoimunitni reakce proti beta bufnkdm pankreatu, je

z velké ¢asti neznamy.?*

Faktory perinatalniho obdobi a

Infekce Nutri €ni faktory ¢asného vyvoje

Enteroviry Doba kojeni Vy&Si vék matky

Virus zardének | Kravské mléko ve stravé | VySSi porodni vaha
Nitraty a nitrily NiZSi pofadi narozeni
Deficit vitaminu D Porod cisafskym fezem

Inkompatibilita krevnich skupin
Omezeny kontakt s jinymi détmi

Tabulka 3: Pfehled negenetickych faktord asociovanych s vySSim rizikem
vzniku DM1.% %

Velmi Casto diskutovana se vznikem autoimunitnich onemocnéni
a alergii, DM1 nevyjimaje, je také hygienicka hypotéza, ktera tvrdi, Ze
v raném détstvi je nedostateéna expozice infekénim giniteldm, coz ma za

nasledek ne idealni vyvoj rekci imunitniho systému.? 23

1.1.4.3 Imunopatogeneze DM1
DM1 je organové specifické autoimunitni onemocnéni vznikajici

v dusledku selektivniho zni¢eni beta bunék pankreatu, které produkuji
inzulin.?*

Prvotni poSkozujici faktory a deregulace imunitni odpovédi vyvolaji
expanzi autoreaktivnich CD4+ a CD8+ T lymfocytl, dochazi k masivni
infiltraci pankreatickych ostrivkd dendritickymi burikami (DC), makrofagy,
pfirozenymi zabije€i (NK) a kzanétu beta bunék Langerhansovych
ostravku. Hlavni roli v tomto procesu hraji autoreaktivni T lymfocyty, které
rozpoznavaji antigeny télu vlastni, prezentované HLA molekulami. Na
zakladé této reaktivity se postupné rozviji autoimunitni proces proti

povrchovym i cytoplazmatickym antigentim beta bunék.? %
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Po spusténi autoimunitnich procest dochazi k asymptomatické fazi,
kterou mOZzeme monitorovat pomoci autoprotilatek asociovanych s DM1
(anti-GADG65, -IA2, -ZnT8 a IAA) mésice, i roky pfed samotnou manifestaci
diabetu. Rychlost destrukce beta bunék je zavisla na véku jedince. Cim
mladsi, tim byva inzulitida, neboli zanét v beta burikach a jejich destrukce,
agresivnéjsSi a rychlejsi. V dobé, kdy dochazi ke zni€eni 80-90 % beta
bunék, zacne byt télo nedostate¢né zasobeno inzulinem a dochazi
k hyperglykémii a k nastupu DM1 p¥iznak.® #’

Pro predikci DM1 je duleZity nejen titr protilatek, ale pfedevSim pocet
pozitivnich autoprotilatek. PFi pozitivité pouze 1 protilatky se zvysSuje riziko
vzniku DM1 jen lehce, nicméné s pfibyvajicim pocétem pozitivnich
autoprotilatek se doba do manifestace DM1 markantné zkracuje, coz je

nazorné vidét na obrazku (Obrazek 3).*’
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Obrazek 3: Khvka preziti, kde osa y urCuje pacienty, kterym se
manifestoval DM1 v zavislosti na poctu pozitivnich protilatek. Na
ose X jsou znédzornény roky sledovani od objeveni prvni pozitivni
protilatky. Pocet pozitivnich autoprotilatek urcuje rychlost, kdy se
jedinci manifestuje DM1. Cim vice pozitivnich autoprotilatek, tim

se doma do manifestace DM1 zkracuje.’
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VétSina naSich poznatkll o imunopatogenezi DM1 je diky zvifecim
modelim. V poslednich 25 letech je svyzkumem DM1 nejvice spojena

BioBreeding (BB) krysa a non-obese diabetic (NOD) mys.%°

1.1.4.3.1 Autoreaktivni T-Lymfocyty
V souCasné dobé se vSeobecné uznavd nazor, Ze DM1 je

autoimunitni onemocnéni, kde primarni roli sehravaji autoreaktivni
T lymfocyty a pfevaha polarizace imunitnihno spektra ve sméru
prozanétlivych pomocnych CD4+ T lymfocytd 1 (Thl), i kdyZ toto poznani
pochazi prvotné ze studia zvifecich modelt (Obréazek 4).%*

Hlavni roli pfi autoimunitni destrukci beta bunék maji Thl buriky, které
produkuji  prozanétlivé  spektrum cytokinG, pfedevSim interferon
gamma (IFNgama), IL-2 a tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFalfa).? ?°

Na druhou stranu mame i protektivni podskupiny T lymfocytu jako
Th2, které produkuji cytokiny IL-4 a IL-10; Th3 s produkci transformujiciho
ristového faktoru beta (TGFbeta) a regulaéni T lymfocyty (Treg) s produkci
IL-10 a TGFbeta, kde vSechny tyto podskupiny lymfocytd chrani pred
vznikem DM1.%

Kromé vySe uvedenych podskupin se v poslednich letech objevuji
nove, jako napfiklad Thl7, které jsou hojné diskutovany ve spojitosti
s autoimunitnim onemocnénim. Jejich typickym cytokinovym spektrem je
produkce IL-17A, IL-17F, IL-21 a IL-22. Role Th17 bunék je v patogenezi
DM1 stéle nejasna. Zdéa se, Ze tyto buriky nejsou hlavnimi v iniciaci DM1,
ale jsou dlleZité predevsim v pozdéjsi fazi autoimunitnich procest.>® 3

PFi vzniku DML1 hraji dalezitou roli i cytotoxické CD8+ T lymfocyty (Tc),
které rozpoznavaji HLA molekuly molekuly I.tfidy s navazanymi
endogennimi antigeny (napf. virové peptidy). Cytotoxické CD8+ T lymfocyty
byly izolované z ostrivkovych bunék NOD mysi. Jejich pfitomnost vedla

k progresi inzulitidy a k odhalovani dalsich epitopti beta bunék.3* *3
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Obrazek 4: Dendritické buriky mohou aktivovat, ¢i inhibovat autoimunitni
procesy. V levé c¢asti obrazku vidime inhibici pomoci anergie
a Treg bunék. V pravé casti je naopak znazornéna aktivace
autoimunitnich pochodd a  diferenciace  jednotlivych
prozanétlivych  podskupin T Ilymfocytd. DC prezentuje
autoantigeny T lymfocytdm, v prozanétlivém prostfedi cytokind
muze dojit ke vzniku autoreaktivnich CD4+ T lymfocytu
(folikularni Th (Tfh), Thl a Thl7) a CD8+ T lymfocytd (CTL).
Tyto autoreaktivni T lymfocyty mohou vést ke vzniku rady
autoimunitnich onemocnéni napf. experimentalni autoimunitni
encefalomyelitis (EAE), systémovy lupus erytromatodes (SLE),

psoriaza ¢ DM1.%

1.1.4.3.2 Role B lymfocyt a
B-lymfocyty jsou bunky imunitniho systému zodpovédné predevsSim za

specifickou, protilatkami zprostfedkovanou imunitni odpovéd. Jejich role je
povazovana pfi vzniku DM1 spiSe za sekundarni a neni patogenicka. Velmi
dilezita je ale detekce protilatek, které jsou dobrym znakem v predikci
i diagnostice tohoto onemocnéni. Role B lymfocytd a jimi produkovanych
protilatek je ale v patogenezi diabetu stale nejasna.

Mezi nejCastéji detekovanymi protilatkami, které jsou asociované se
vznikem DM1 jsou protilatky proti epitopum GADG65, IA2, IAA a nedavno
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objevenému epitopu ZnT8. Dfive se jeSté detekovaly protilatky proti
ostrivkovym antigentm (ICA), ale vzhledem k subjektivnimu hodnoceni se
nyni od tohoto stanoveni ustupuje a nahrazuje se detekci specifickych
protilatek (pfedevsim proti GADG5 a IA2).* ¢

Nedavno vysla publikace, ktera diskutuje o roli B regula¢nich (B reg)
bunék pfi vzniku autoimunitnich onemocnéni u lidi. Jejich role pfi vzniku
DM1 je neznam@, ale zvysledku vyplyva, Zze B reg mohou udrzovat
toleranci  k ostravkovym  antigendm  pomoci  selektivni  suprese
autoreaktivnich T lymfocytd. Tato suprese by mohla byt zplsobena

zvySenou produkei IL-10 B reg burikami.®’

1.1.4.3.3 NKT bu nky
Tento bunécény podtyp maze hrét roli v patogenezi DM1 u lidi i u mysi

a to pomoci suprese autoimunity. Je vice mechanisml jak NKT bunky
reguluji. Prvnim je pfedpoklad, Ze indukuji tolerogenni dendritické bunky
v pankreatickych uzlinach a druhym, Ze ktéto indukci dochazi pomoci
regulaénich cytokind.?®

Chybéni ¢i snizené mnoZstvi NKT bunék vede k propuknuti DM1,
zatimco zvySena frekvence téchto bunék chrani pfed autoimunitnim

onemocnénim beta bunék.>®

1.1.4.3.4 Makrofagy a DC bu rky
Autoreaktivni T burky hraji zasadni roli pfi vzniku DM1, nicméné

prvnimi bunkami, které infiltruji pankreas NOD mySi, jsou makrofagy
aDC.®

Makrofagy a DC burky patfi mezi antigen prezentujici buriky (APC),
kde kazdy z nich m& vlastni roli v imunitnim systému. NejlepSimi APC pro
naivni T bunky jsou DC. Funkce makrofagul je pfedevsim fagocytdza a jsou
prvni obranou proti cizorodym organismim. Oba tyto bunécné podtypy jsou
schopné zvysit expresi HLA a kostimula¢nich molekul na svém povrchu
a aktivovat T lymfocyty.*

Dendritické buriky hraji kli€ovou roli v aktivaci imunitni odpovédi proti

patogentim a v nastaveni periferni tolerance proti vlastnim antigentim.*
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Stoji na rozhrani mezi naivni a ziskanou imunitou a zda se, Ze pfi vzniku
DM1 zastavaji dulezité misto. Ur€uji smér imunitni odpovédi pomoci
prezentace antigend, kostimulac¢nimi molekulami a produkci cytokinu a tim
ovliviiuji nasmérovani T lymfocytd, kterym antigeny predkladaji.*°

Nerovnovaha mezi aktivaCnimi a inhibi¢nimi receptory exprimovanymi
na povrch DC je spojovana se zvySenou citlivosti k rozvoji autoimunitnich
onemocnéni. Bylo popsano, Zze zména aktivacnich &i inhibi¢nich molekul
exprimovanych na povrchu DC (napf. diferenciacni skupina 86 (CD86) Ci
receptor podobny genu Toll (TLR)) mohou ur€it imunogenni fenotyp. Na
druhou stranu, T bunéCna tolerance muze byt docilena pomoci
tolerogennich DC, které maji kapacitu blokovat nezadouci imunitni odpovéd
u mnoha experimentalnich modelu, pfedevSim pomoci T bunééné anergie,
expanze Treg a minimalizaci B buné&né odpovédi.*

DC bunky prezentujici antigeny beta bunék byly nalezeny
v pankreatickych ostravcich a v lymfatickych uzlinAch na zvifecich
modelech.** Stale ale neni jasné, pro¢ tyto buriky aktivuji imunitni odpovéd

namisto tolerance, kdyZ se jedna o télu vlastni antigeny.3*

1.1.4.4 Imunologické intervence v DM1
Pouhych 10-15 % déti diagnostikovanych s DM1 maji prvostupnove

pfibuzné s timto onemocné&nim.'’ V sou¢asné dobé& jsme schopni odhalit
jedince s rizikem vzniku DM1 pomoci skrinignu genetického rizika (HLA
molekul) a autoprotilatek proti inzulinu, GAD65, I1A2 a ZnT8 transportéru.
Nasazeni vhodné imunointervencni lécby je tfeba v dobé, kdy je
zachovano co nejvétsi mnozstvi beta bunék produkujicich inzulin. Jiz 2-3
roky po manifestaci diabetu, dochézi v destrukci vSech beta bunék a ¢lovék
je plné odkazan na subkutanni podavani inzulinu, kdy pasobeni tohoto
inzulinu je pfeci jen trochu odliSné od vlastniho inzulinu, vyprodukovaného
beta burikami a vyplaveného pfimo do jater, odkud je nasledné distribuovan
dale. Vlastni, byt malé mnoZstvi inzulinu, které je sice nedostatecné
k udrzeni gluk6zové homeostdzy, ma ale velky smysl z hlediska oddaleni
vzniku  chronickych  diabetickych ~ komplikaci  (mikrovaskularnich

ti. neuropatie, retinopatie, nefropatie; makrovaskularnich tj. projevy
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ischemické choroby srdec¢ni, ischemické choroby dolnich konc&etin, cévni

mozkové pfihody a kombinovanych tj. syndrom diabetické nohy).’

1.1.4.4.1 Typy imunoterapie v DM1
Imunoterapii DM1 délime na 3 zakladni typy.

Primarni prevenci je Ié¢ba jedinci na =zakladé zvySeného
genetického rizika. Pfikladem mulze byt studie zaméfena na testovani
hydrolyzovaného kaseinu v mléénych formulich  kojenct, ktera
predpokladala snizeni vyskytu DM1 u geneticky predisponovanych
jedinct.'” Nicméné prvotni vysledky tuto domnénku nepotvrdily.*?

Sekundarni prevenci , kde se léCba zaméfuje na jedince v riziku
brzkého vzniku diabetu, neboli na jedince s pfitomnosti ostrivkovych
protilatek. Zde je mozné jako pfiklad uvést neautoantigenné specifické
|[éCby, jako vakcinaci Bacillus Calmette—Guérin ¢i podavani anti-CD3
monoklonalni protilatky. Dale autoantigenné specifické terapie, zalozené na
podavani oralniho ¢i nasalniho inzulinu, nebo rekombinantnino GAD65
antigenu.

Tretim typem jsou interven €éni studie provadéné na jedincich jiz
s manifestovanym DM1 s cilem zachovat residuélni produkci inzulinu beta
burikami. | zde se déli na antigen specifické a nespecifické. Pfikladem
mohou byt vakcinace proinzulinem, podavani anti-CD3 ¢&i anti-CD20
protilatek (Obrazek 5).%

Z vysledk studii podavani anti-CD3 protilatky se ukazuje, ZzZe
dochazelo kudrzeni inzulinové produkce, kterou pficitaji pFedevSim
v zachovani Treg bunék, které mohou regulovat antigen specifické
odpovédi souvisejici s DM1.%°

K Treg burfikdm se v soufasné dobé upina velkd nadéje v oblasti
terapie. Nyni probiha studie s podavanim vlastnich, ex vivo, namnozZenych
Treg bunék, kde prvotni vysledky ukazuji narlst titru C peptidu a nizsi

spotfebu endogenniho inzulinu u vétsiny pacientti s DM1.%®
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Sekundarni

Obrazek 5: Znazornéni jednotlivych stuprid imunointervence. Genetické
riziko je wuréeno pritomnosti alespori jednoho rizikového
haplotypu (DQA1*0301-B1*0302 & DQA1*0501-B1*0201).
Ostriavkova autoimunita je definovana pritomnosti autoprotilatek
proti GAD65, IAA, IA-2 a ZnT8 epitopu. Inzulitida je jiz pozdni
faze patogennich procesd, nicméné mdze trvat i nékolik let, nez

se objevi prvni pfiznaky DM1."’

V soucasné dobé probiha cela fada studii, nicméné i pfes veSkeré
snahy se stale nedafi docilit dlouhodobé ochrany beta bunék se
zachovanim jejich funkce (Obrazek 6).

Nadéjnymi se zdaji byt kombinované intervence s kombinaci oralniho
¢i nasalniho inzulinu s GADG65.

Do budoucna je hlavnim cilem se zaméfit pfedevSim na primarni
prevenci, cilit na jedince s rizikovym genotypem a minimalizovat pocet
jedinct s manifestaci DM1. Dulezité je najit mechanismus, jak zménit
imunitni reakci z T buné€né na B bunécnou. K tomu ale sou€asné poznatky
nestai a je tfeba dalSich studii bunécnych mechanismi k lepSimu

porozuméni a lépe sméfované 1écbe. "’
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Obrazek 6: Cile imunointervence u DM1. Schéma poskytuje celkovy

prfehled klicovych drah, na které byla zamérfena terapie. Jsou
zde vyznaceny testované antigenné specifické i nespecifické
terapie, které mély za cil inhibovat efektorové buriky a antigenni

prezentaci, ale zaroveri podpofit regulacni drahy.?
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2 Komentované publikace

2.1 PFiloha 1

Healthy first degree relatives of patients with typ el
diabetes exhibit significant differences in basal ¢ ene
expression pattern of immunocompetent cells compare d to
controls: expression pattern as predeterminant of
autoimmune diabetes.

Stechova K, Kolar M, Blatny R, Halbhuber Z, Vcelakova J,
Hubackova M, Petruzelkova L, Sumnik Z, Obermannova B, Pithova P,
Stavikova V, Krivjanska M, Neuwirth A, Kolouskova S, Filipp D.

Scand J Immunol. 2011 Sep 16. doi: 10.1111/}.1365-
3083.2011.02637.x. [Epub ahead of print]

IF 2,11

2.1.1 Uvod

V této publikaci jsme se zaméfili na hledani rozdili v genové expresi
z Cerstvé izolovanych mononuklearnich bunék (PBMC) odebranych
od pacientd s DM1, jejich prvostupnovych pfibuznych (DRL) a zdravych
kontrol (DV). Cilem studie bylo nalézt ,prodiabetogenni* genové drahy, Ci
jejich jednotlivé zastupce.

Celogenomovy expresni profil byl stanovovan u 9 pacientll s DM1,
10DRL a 10 DV pomoci ,microarray” ¢ipl s vysokym rozliSenim
(Obrazek 7).

PFitomnost autoprotilatek proti hlavnim antigendm beta bunék je
znamkou ostravkové autoimunity, nicméné pozitivita téchto protilatek nam
pfili§ nefekne o agresivité a rychlosti zanétu v pankreatu. V naSem
Programu predikce diabetu 1.typu mame pacienty, ktefi se nam
manifestovali s DM1 po velmi kratké dobé (cca pul roku) od objeveni prvni
pozitivni protilatky, ale zaroven jsou v programu i jedinci, ktefi s vysokymi
titry protilatek jsou stale bez pfiznaki DM1 i po 8, &i 10 letech od objeveni
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protilatkové pozitivity. Stale si tedy klademe otazku, v ¢em je jejich imunita
jind a snazime se najit dalSi ukazatele, které bychom mohli pouzit k lepSi
stratifikaci téchto jedinca.

V poslednich desetiletich probihala fada studii, diky kterym zname
hlavni geny a drahy, které se podileji na vzniku DM1. PfedevSim se jedna
o HLA molekuly, které vazou preproinzulinové a dalSi peptidy a prezentuji
je T receptordm, T a B bunéénou aktivaci, virové odpovédi, chemokinové
a cytokinové signalizace, Treg bunék a dileZitost APC bunék.**

Autoreaktivni T lymfocyty jsou v periferni krvi ve velmi nizké
koncentraci. U pacientll s DML1 je jejich koncentrace vySSi, nicméné metody
stanoveni jsou velmi obtizné a tak nam pomahaji spiSe pro védecké ucely,
neZ e by bylo mozné je pouzit v klinické praxi.*®

Posledni desetileti sebou pfineslo ,microarray” techniky, které nam
umoznily celkovy nahled na genovou expresi na urovni informacni
ribonukleové kyseliny (MRNA) a proteind. Tento pfistup byl pouZzit i pfi
vyzkumu DM1 s cilem zlepsit predikci a porozuméni patogeneze DM1.4°

Kvantifikace
a analyza

:\-}\ % Hybridizace

' Promyti
9mRNA92”ace”a 9 Skenovani

PBMC .\

Obrazek 7: Znazornény postup zpracovani DNA ¢ipu od izolace PBMC az po

konec¢nou analyzu

2.1.2 Vysledky a diskuze

Porovnanim jednotlivych skupin mezi sebou jsme nasli rozdilné
exprimované geny. NejvétSi pocet odliSné exprimovanych genu jsme nalezli
mezi skupinou DV a DRL protilatkové negativnich jedincd (DRLN), kde 17
z nich patfilo do imunologickych drah. Prekvapivé, pouze 9 gena se liSilo mezi
DM1 a DV, 12 genll mezi DRL protilatkové pozitivnimi jedinci (DRLP) a DV.
Mezi skupinami DM1 a DRLN bylo rozdilné exprimovano pouze 13 gen.
Signifikantné zménéné exprese genu jsme nenalezli pfi porovnani
DM1 s DRLP a DRLP s DRLN.

28



Kdyz jsme se zaméfili na celé odliSné exprimované drahy, tak mezi DM1
a DRLN jsme identifikovali jedinou imunologickou. Konkrétné se jednalo
o drdhu C-C chemokinoveého receptoru 3 (CCR3), kdy tento receptor se podili
na akumulaci a aktivaci eosinofili a dalSich prozanétlivych bunék. Pfi
porovnani DV a DRLN zase nejsignifikantnéji zménéna draha byla pro IL-1
signalizaci, ktera je dulezita pfi regulaci zanétlivych reakci.

DM1 je povazovana za onemocnéni zplsobené prevazné Thl
bunécnym podtypem. | my jsme pfi porovnani skupin DV a DRL nalezli 22
odlisné regulovanych imunologickych drah, mezi kterymi se vyskytovala
i draha IFNgamma a T bunécny receptor (TCR) signalizace.

Kdyz jsme se zaméfili na porovnani pouze DRLN a DV, 15 z téchto 22
imunologickych drah se ndm shodovalo. CoZ naznacuje, Ze imunologické
pochody u prvostupnovych pfibuznych diabetikd jsou odliSné od zdravych
jedincd i bez pfitomnosti inzulitidy. Tato data se shoduji s nadlezem Pertich
2010, kde také publikuji, Ze DRLN exprimuji prozanétlivé ostravkové
specifické T bun&&né znaky.*’

Presto, ze vznik DML1 je pfisuzovan predevSim T lymfocytiim, top gen
rozdilné exprimovany mezi DRLN a DV byla tyrozin kinaza B lymfocytl (BLK).
Zéaroven signifikantné upregulované geny spojené s humordlni imunitou byly
i CD19 a CD22. BLK je exprimovana v beta bunkach pankreatu, kde reguluje
jejich funkci.*® Navic deplece B lymfocytd pomoci rituximabu (anti-CD20
protilatky) vede ke zpomaleni progrese diabetu.*®

Dalsi drahou zménénou mezi DRL a DV byla drdha pro zastupce TLR.
Konkrétné se jednalo o TLR2, TLR6 a jejich adaptorovy protein ,Toll-
interleukin 1 receptor domain—containing protein“ (TIRAP). Tyto receptory
Vazi a prezentuji pfedevsim bakterialni struktury, coz bylo trochu pfekvapujici
zjisténi, vzhledem k tomu, Ze vznik DM1 je spojovan pfedevSim s virovymi
infekcemi. Nicméné Zipris a kolektiv potvrdili, Ze po podani Kilham krysiho
viru BB krysam, doslo k aktivaci TLR3, 9, 4, 2, 6 a 7 a k navySeni vzniku
autoimunniho diabetu.®® Reynolds a kolegové zjistili, ?e TLR2 signalizace
u CD4+ T bunék aktivuje Th17 odpovéd a reguluje patogenezi autoimunitnich

onemocnéni.®!
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NejsignifikantnéjSi rozdil mezi DRLN a DV byla odliSna regulace v IL-1
dradze. Jedna se o prozanétlivou drahu, kde jiz nékolikrat byla potvrzena role
IL-1 pfi vzniku DM1 & DM2.%?

Vysledky prezentované v této studii naznacuji, Ze predispozice vzniku
DM1 mlze byt zplsobena fadou genl a k tomu aby se spustily autoimunitni
procesy, staci jen nepatrna zména exprese jednotlivych genu. Prvostupriovi
pfibuzni diabetikd maji pravdépodobné jiz vrozenou odliSnou reaktivitu na
vnéjSi a vnitini stimuly a zvySenou prozanétlivou odpovidavost k nim. Zarover
je ale nezbytna pritomnost regulaénich mechanismu, které udrzuji cely tento

proces pod kontrolou.

2.2 PFiloha 2

The effect of diabetes-associated autoantigens on
cell processes in human PBMCs and their relevance t o

autoimmune diabetes development.

Vcelakova J, Blatny R, Halbhuber Z, Kolar M, Neuwirth A,
Petruzelkova L, Ulmannova T, Kolouskova S, Sumnik Z, Pithova P,
Krivjanska M, Filipp D, Stechova K.

J Diabetes Res. 2013;2013:589451. doi: 10.1155/2013/589451.

Epub 2013 Jun 12.

IF 1,893

2.2.1 Uvod

V této publikaci nas zajimal efekt diabetogennich autoantigent na
PBMC s cilem identifikovat procesy asociované se vznikem DM1.

Pomoci genové expresni ,microarray” jsme stanovovali expresni profil
ul2 DM1, 18 DRL a 13 DV. PBMC od téchto jedinct jsme stimulovali
smeési diabetogennich autoantigenu (proinzulin, IA2 a GAD65 derivovanymi
peptidy) po dobu 72 hodin. Abychom odliSili vliv diabetogennich
autoantigenli, genovou expresni array jsme provadéli ze stimulovanych

i nestimulovanych bunék, kultivovanych pfi stejnych podminkach.
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Preklinicka ¢ast DM1 je charakteristickd vznikem autoreaktivnich
lymfocytl, které infiltruji pankreat a selektivné ni¢i beta buriky
v Langerhansovych ostrivcich.®® Je zde ale pfitomna fada dalsich
mechanismu, které ovliviiuji imunitni regulaci a prezentaci antigent. Jedn&
se napf. o Treg bunky, které blokuji a modifikuji proliferaci a produkci
cytokinl CD4+ a CD8+ T bunék. Tohoto vysledku je dosazeno predevsim
produkci protizanétlivych cytokint IL-10 a TGFbeta.>

Patogeneze DM1 je velmi komplexni a zdaleka ne v3e je nyni
objasnéno. Proto i v této publikaci jsme se zaméfili na identifikaci drah, ¢i

konkrétnich gend, které by nam fekli vice o patogenezi tohoto onemocnéni.

2.2.2 Vysledky a diskuze

Pfi parovém porovnani jednotlivych skupin jsme nalezli 1318 rozdilné
exprimovanych gent mezi skupinou DM1 a DV, 2222 genl mezi DRL
a DM1, 1347 genua mezi skupinami DRL a DV. Pfi rozdéleni DRL dle jejich
protilatkového profilu jsme nenalezli Zadné signifikantni rozdily mezi DRLN
s DV ani DRLP s DV.

Na zakladé vysledku jsme si vybrali 3 geny a jejich expresi ovéfili
metodou kvantitativni fetézové reakce v realném Case (QRT-PCR). Jednalo
se 0 geny CD4, prenase signali a transkripénich faktord 3 (STAT3)
a TGFbeta, které byly signifikantné upregulované u DM1 oproti DV. | touto
metodou jsme potvrdili signifikantné zvySené exprese téchto genli u DM1
skupiny. Porovnani bylo provdnéno na odliSné kohorté jedinca.

Kdyz jsme se zaméfili na porovnani rozdilné exprimovanych drah,
nejvice, 69 jsme jich nalezli mezi DRL a DV, z ¢ehoz 15 % z nich nalezelo
imunologickym draham. Mezi DM1 a DV jsme nalezli 24 % (11 z celkovych
46 drah) signifikantné exprimovanych imunologickych drah, kde na prvnim
misté byla prezentace antigenu pomoci HLA molekul Il. tfidy. Tento nalez
se shoduje svysledky fady dalSich publikaci, kde je znamo, Zze HLA
molekuly se podili ze 40-50 % na genetickém riziku vzniku DM1.%°

Zajimava pro nas byla signifikantni zména aktivace a diferenciace
Th1l7 drahy mezi skupinami DM1 s DRL a DM1 s DV. Stejné tak, jako
Th1/Th2 bunécnéa polarizace a signalizace pfes TCR mezi skupinami DM1
aDV.
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V diferenciaci Th 17 bunék hraje dulezitou roli i TGFbeta, ktery je
zasadni pro vznik CD4+CD25+ forkhead box P3“ (Foxp3)+ Treg.*
ZvySenda exprese IL-17, jakozto hlavniho cytokinu Th17 buné&né linie, byla
detekovdna v séru a cilovych tkanich pacientl s fFadou autoimunitnich
onemocnéni. Diferenciace Thl7 bunék je spousSténa TGF-beta, IL-6
a IL-21, které aktivuji STAT3 a nasledné ,retinoid-related orphan receptor
gamma t* (RORgama t). Aktivace Th17 bunécné drahy se zda byt dalezitou
u fady zanétlivych onemocnéni jako napf. revmatoidni artritida, celiakie Ci
idiopatické stfevni zanéty.>®

Drahy pro diferenciaci Th1l7, IL-22 signalizaci a vyvoj TGFbeta
receptorové signalizace byly mezi nejsignifikantnéji zménénymi drahami pfi
porovnani DM1 a DV. Draha Th17 a TGFbeta se objevuji jako signifikantni
imezi DM1 a DRL (Tabulka 4). Tyto vysledky jsou v souladu s naSimi
prfedchozimi vysledky, kde jsme publikovali pfitomnost IL-10 a TGFbeta

. L& £4: 57,58

v prediabetické fazi.
T1D (D) patients versus healthy controls Relatives of T1D patients (DRL) versus T1D (D) patients versus relatives of T1D
(DV) healthy controls (DV) patients (DRL)

1: Antigen presentation by MHCII
7: Th17 cell differentiation
9: IL-22 signalling pathway

1: MIF-JABI signalling
27: CXCR4 signalling via second

o : - messenger
20: ;l‘\(t,i}:ii)([i]((;?]i?:clgl.;nmulanon = 28: CXCR4 signalling pathway
e e - 32: Regulation of T cell function by 24: Cytokine production by Th17 cells
23: Thl and Th2 cell differentiation 3 { < ‘ A 3
= : 5 7 CTLA-4 31: TGF-beta receptor signalling
25: HTR2A induced activation of cPLA2 T . - = cionalli &
28: IL-13 signalling via JAK-STAT 36: 1L-7 signalling in T lymphocytes 36: Th17 signalling pathway
= G 43: IL-7 signalling in B lymphocytes 40: Gastrin in inflammatory response

32: Lectin induced complement pathway

33: Development of TGF-beta receptor
signalling

35: T cell receptor signalling pathway

41: Immunological synapse formation

53: T cell receptor signalling pathway
55: CD28 signalling

56: Role of DAPI2 receptor in NK cells
59: Immunological synapse formation

Tabulka 4: Seznam signifikantné zménénych imunologickych drah mezi
jednotlivymi skupinami. Ciselné oznaceni vlevo u kazdé drahy
znaci celkové poradi mezi vSemi signifikantné zménénymi
drahami (nejen imunologickymi).

Porovnani: 1.sloupek DM1 s DV, 2.sloupek DRL s DV, 3.sloupek
DM1 s DRL.*

IL-22 ma jak protizanétlivé, tak prozanétlivé funkce. Zodpovida za
bunécnou regeneraci, remodelaci tkdni a udrZzovani rovnovahy mezi
béZnou stfevni mikroflérou a imunitnim systémem. Na druhou stranu jde ale
o cytokin, ktery je produkovany Th17 bufikami a zde ma charakter spiSe
prozanétlivy. Je produkovany aktivovanymi T, NKT, Thl a pfedevsim Th17

burikami.>®
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Singh a kolektiv publikovali, Ze Th17 diferenciace naivnich T lymfocytu
muaze byt Fizena dvéma smeéry na zakladé cytokinové produkce.
V pfitomnosti IL-23 a IL-6 dochazi ke vzniku Th 17 efektorovych bunék
(Teffl7) a k produkci velkého mnozstvi IL-22 a k indukci DM1. Zatimco
v pfitomnosti TGFbeta a IL-6 vznikaji regulacni Th17 buriky (Tregl7) s nizsi

patogenitou a niz$i produkci IL-22 (Obrazek 8).%% ¢

IL-17A 4
IL-17F 4
IL-22 4
GM-CSF 4
IL-21

Efektorova
Th17 burka

IL-23 +
IL-6/IL-1B _ _
' Efektorovy |
Naivni . fenotyp

T bufika IL-23

Re'gulac":ni'
| fenotyp |
IL-6/IL-21 S
+ TGF-B Regulaéni

Th17 bufka

IL-17A ¥
IL-17F ¥
IL-21 4
IL-10 4

Obrazek 8: Funkcni rozdily Thl7 bunécnych podtypd jsou urcovany
cytokinovym prostfedim, ve kterém vznikaji. Tyto buriky
exprimuji zvySené(1) ¢i snizené (|) mnoZzstvi prozanétlivych ci

regulacénich cytoking.®

Clanka s podobnou tématikou, které by se zabyvaly celogenomovym
skriningem diabetikl a hlavné jejich pfibuznych neni mnoho. Navic jsme
jedini, kdo se zaméfil na stimulované vzorky diabetogennimi autoantigeny.

Tato studie potvrzuje naSe predchozi vysledky a shoduje se s fadou

dalSich praci publikovanych ostatnimi tymy.
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2.3 PFiloha 3

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.

IF 2,874

2.3.1 Uvod

DM1 je onemocnéni, které je primarné spousSténo prozanétlivymi
Thl lymfocyty, nicméné v posledni dobé se jako neméné dulezita
v patogenezi DM1 zda byt i role prozanétlivych Th17 bunék.

V této studii jsme se zaméfili na pacienty s DM1 (n=40) a DV (n=11).
Zajimalo nas, zda pfitomnost a titr autoprotilatek asociovanych s DM1 (anti-
GADG65 a 1A2) ovlivni cytokinovou produkci PBMC po specifické stimulaci
diabetogennimi autoantigeny GAD65 a IA2. Pomoci enzymové metody
(ELISPOT) jsme néasledné detekovali produkci IFNgama a IL-17. Zaroven
jsme se divali na poméry bunécnych subpopulaci (T, B, NK, Tc, Th, Treg
a monocyty) pomoci pratokové cytometrie.

Probandi byli rozdéleni na zakladé protilatkové produkce do 5 skupin.
DV a 4 skupin diabetiku dle titru a typu protilatek. LOW skupinu tvofili DM1
pacienti s nizkymi titry protilatek proti GAD65 a 1A2 antigenu, GAD skupina
se skladala z pacientu s vysokym titrem protilatek proti GAD65 antigenu,
IA2 skupinu tvofili naopak pacienti s vysokym titrem protilatek proti 1A2
antigenu a v posledni DP skupiné byli pacienti s vysokymi titry protilatek
proti GAD65 i IA2 antigenu. PBMC od téchto jedincu byly stimulovany tfemi
riznymi koncentracemi antigentl GADG65 a IA2.

Destrukce beta bunék pankreatu vede k uvolfiovani autoantigen(
a k aktivaci T lymfocytd. Odhalovani bunéénych epitopt zpusobi amplifikaci

autoimunitnich procesti.?® Mezi intracelularni antigeny patii i A2
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a pfitomnost protilatek proti nému je spojen s vySSim rizikem rychlejSi
manifestace DM1.%2

Th17 lymfocyty jsou v posledni dobé v zajmu védcu a jiz byl prokdzan
jejich vliv v fadé autoimunitnich onemocnénich (napf.revmatoidni artritida,
roztrousena skleréza &i idiopatické strevni zanéty).>" *® Role Th17 bunék
v patogenezi DM1 je stale jeSté nejasna, zda se, Ze nejsou nezbytné
procesu.®® Zaroveri se objevu;ji i publikace, které poukazuji na dualni efekt
Th17 lymfocytl a déli Th17 na Teffl7 a Tregl7. Naznaduji, Ze o patogenité
téchto bunék rozhoduje vznikajici podtyp Th17 bunék a Tregl7 mohou hrat
dtleZitou roli v prevenci autoimunitnich onemocnéni.®® ¢

Rada imunointervenénich studii se snaZila o zabranéni, & minimalné
oddaleni vzniku DM1. U nespecifické imunointervence je velké riziko
nezadoucich Gc¢inkd. Idedlni by bylo specificky navodit toleranci
k autoantigenim, bez nutnosti suprese zbytku imunitniho systému. Na
zvifecich modelech se ukazuji byt nékteré metody podavani autoantigenu
Uspésné, nicméné klinické studie selhavaji.®*°°

VétSina studii pouzivala k navozeni tolerance pouze jeden antigen,
kde snahou bylo zménit Thl odpovéd v Th2 a tim zastavit autoimunitni
proces. Napfiklad studie s podavanim oralniho inzulinu se ukazala byt
aginnou pouze pro pacienty s vysokym titrem protilatek proti inzulinu.®’
| nas proto zajimalo, zda protilatkovy profil pacientd s DM1 odrazi bunééné

odpovédi k diabetogennim autoantigentim.

2.3.2 Vysledky a diskuze

U IFNgama i IL-17 jsme objevili signifikantni interakci mezi typem
stimulace a skupinou pacient (p<0,001 pro oba cytokiny), coz naznacuje,
Ze autoantigenni stimulace ma rozdilny efekt na jednotlivé skupiny
v zavislosti na jejich protilatkovém profilu. Produkce IFNgama negativné
korelovala s mnozstvim NK bunék a pozitivné s T a Th lymfocyty.

V zavislosti na typu stimulace jsme nasli niz8i produkci IL-17 u DV
oproti skupinam DP (p=0,031), GAD (p=0,03) a IA2 (p<0,001). Produkce

e

35



porovnani nestimulovanych bunék byla signifikantné vyssi produkce IL-17 u
skupiny IA2 v porovnani se skupinami LOW (p=0,048) a DV (p=0,044).

V nékolika ¢lancich byla publikovana zvySena exprese IL-17 CD4+
burikami u DM1 pacient v porovnéni se zdravymi kontrolami. Nicméné se
objevuiji i ¢lanky, které poukazuji na zvySenou expresi IL-17 nejen u CD4+,
ale i CD8+ buné&k.*® %

Pomoci pratokové cytometrie jsme nasli signifikantni rozdily mezi Tc
a Treg mezi jednotlivymi skupinami. Tc byly zvySené u IA2 skupiny oproti
GAD skupiné (p=0,049). Proporce Treg byla vysSi u DP oproti DV skupiné.
Titr 1A2 protilatek negativné koreloval s Th (p<0,001) a pozitivhé
s Tc (p<0,003). Mnozstvi Treg pozitivné Kkorelovalo s titrem GADG65
protilatek.

Prekvapivé jsme nenasli korelaci mezi IFNgama, IL-17 ani mezi
bunécnymi populacemi a hladinou glykovaného hemoglobinu.

O cytotoxickych T lymfocytech je znamo, Ze jsou pfitomny pfi
destrukci beta bunék pankreatu. Molekula IA2 je pfitomna na inzulinovych
sekre¢nich granulich v beta bunkach a jedna se o intracelularni doménu.
Odhaleni této molekuly a objeveni se protilatek proti ni zvySuje riziko vzniku
DML1 a zkracuje dobu do jeho manifestace.®® ®° Beta burky zlstavaji i po
manifestaci DM1 jesté né&jakou dobu aktivni a sekretuji zbytkové mnoZstvi
inzulinu. Coppieters a kolektiv poukazali, Ze infiltrace ostrivkd CD8+
bunkami, stejné tak, jako rezidualni sekrece inzulinu, zlstavaji jesté
dlouhou dobu po manifestaci DM1. Délka trvani tohoto obdobi je ale velmi
individualni.”

| z naSich vysledkl vyplyva, Ze autoimunitni proces dale probiha i po
samotné manifestaci DM1 a jedinci s pfitomnosti protilatek proti 1A2, maji
i zvySené mnozstvi CD8+ bunék a IL-17.

Na druhou stranu, pfitomnost protilatek proti znaku GADG65 je
charakteristi¢téjSi spiSe pro pacienty, kterym se manifestoval DM1
v pozd&jsim véku, nez u mladsich jedincd.”* V nasi studii vidime korelaci
mezi titrem protilatek proti GAD65 epitopu a Treg burikami. Z ¢ehoz se
domnivame, Z7e pomalejSi progrese do DM1 muZe byt zplasobena
regulacnimi mechanismy imunitniho systému, které se snaZzi potlaCovat

autoimunitni procesy.
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Selhani tolerantnich mechanismu, vici autoantigenim beta bunék,
muze byt v dusledku deficitu Treg, které se podileji na periferni toleranci. Je
mnoho studii s rozporuplnymi vysledky, které potvrzuji snizené mnozstvi
CD4+CD25+ Treg u DM1 pacient(,’”> ale také které toto tvrzeni
nepotvrdily.>* ™ 7 My jsme nasli zvy$ené mnozstvi CD4+CD25"CD127""
pouze u skupiny DP ve srovnani s DV. Nicméné jsme méli Treg bunky
specifikované presnéji i s pouzitim CD127 znaku a nejen pozitivitou znaku
CD25, ktery se vyskytuje i na T efektorovych burnkach. Tim by se daly
vysvétlit urcité diskrepance ve vysledcich.

NaSe vysledky poukazuji, Zze reaktivita jednotlivych skupin pacientl je
velmi odliSn& a titry protilatek budou asi v budoucich imunointervenénich
studiich hrat dulezitou roli. MGzZe to alespon Castecné vysvétlit neldspéch
fady imunointervencnich studii. Stejné tak i ve studii diabetes prevention
trial-1 (DPT-1), kde podavali oralné inzulin jedincdm s rizikem vzniku DM1,
prvotni vysledky ukazaly, Ze podavani oralniho inzulinu nijak neoddali vznik
DM1. AzZ pfi reanalyze a rozdéleni jedincd dle titru IAA se ukazala byt studie
aginnou u jedinchl s vysokymi titry protilatek proti inzulinu.®’

Zda se, Ze reakce na jednotlivé autoantigeny jsou velmi individualni
a navic mizou byt zcela odlisné in vivo a in vitro. Neméné dulezity je
i zpasob a ¢as podani, davka a adjuvans.

NasSe vysledky poukazuji na fakt, Ze protilatkovy profil pacienta odrazi
i jeho bunécnou reaktivitu. Heterogenita DM1 a pravdépodobné i rozdilné
mechanismy molekularni patologie této choroby zhorSuje moznost Uspésné

imunointervence a bude tfeba ji personalizovat.
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2.4 Priloha 4

Decreased dendritic cell numbers but increased
TLR9-mediated interferon-alpha production in first degree
relatives of type 1 diabetes patients.

Kayserova J, Vcelakova J , Stechova K, Dudkova E, Hromadkova H,
Sumnik Z, Kolouskova S, Spisek R, Sediva A.

Clin Immunol. 2014 Jul;153(1):49-55. doi: 10.1016/j.clim.2014.03.018.
Epub 2014 Apr 5.

IF 2,654

2.4.1 Uvod

Dendritické bunky hraji dulezitou roli v patogenezi autoimunitnich
onemocnéni, v€etné DM1. DC stoji na rozhrani mezi naivni a ziskanou
imunitou. Pomoci ,pattern recognition receptors* (PRR), mezi které patfi
i nejznaméjSi TLR, rozpoznavaji s patogeny asociované molekuly (PAMP).
Nasledné migruji do lymfatickych organu, kde jsou pfitomny T buriky
a prezentuji jim navazané antigeny. Po navazani PAMP dojde k aktivaci
DC, ke zvySeni exprese kostimulaénich molekul na jejim povrchu
a k produkci cytokinG, které ovliviiuji vznik pfisluSnych efektorovych
T lymfocyta.®*

V této studii jsme se zaméfili na reaktivitu DC po stimulaci TLR u DM1
pacientd (n=97), jejich prvostupriovych pfibuznych (n=67) a zdravych
kontrol (n=64). Zajimalo nas mnozstvi myeloidnich DC (mDC)
a plasmocytoidnich DC (pDC). Nasledné jsme se zaméfili i na produkci
IFNalfa pDC bunkami po stimulaci TLR7, -8 a -9 agonisty.

V minulych desetiletich se studie diabetu zamérovaly predevSim na
roli ziskané imunity, hlavné na T lymfocyty a jejich roli v destrukci beta
bunék pankreatu, tak i na B lymfocyty, které produkuji autoprotilatky
asociované s DM1 a dokaZi prezentovat antigeny.”’’ V poslednich letech
se ale studie zabyvaji i neméné& dualezitou roli naivni imunity pfi vzniku
DM1.”” Schopnost DC regulovat imunitni prostfedi je v patogenezi

autoimunitnich onemocnéni, véetné DM1, také podstatna.
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V ostrivcich pankreatu a v lymfatickych uzlinAch na zvifecich
modelech byly nalezeny DC, které prezentovaly antigeny beta bunék.**
Transfer DC prezentujicich diabetes-specifické antigeny u mySi zpusobil
vznik DM1.”® Podobny efekt byl popsan i u pDC, které exprimuji velké
mnozstvi IFN I.typu a téZ byl prokazan jejich vliv pfi vzniku DM1 u mysi.”

Virové infekce, pfedevSim enteroviroveé, jsou povazovany za jedny
z dulezitych spoustéca autoimunitnich pochodu v diabetu. pDC exprimuji na
svém povrchu TLR7-9, které se podileji na rozpoznavani virovych infekci.®®
81

Vyzkum DC je dominantou pfedevSim na zvifecich modelech. My
jsme se v nasi publikaci zaméfili na izolaci DC z lidské periferni krve, kde
mnozstvi DC je v porovnani s uzlinami, & pankreatem mnohonéasobné
nizsi. Vysledky studii DC lidské periferni krve jsou velmi odlisSné, nékteré

nachazeji zvysené mnozstvi pDC u diabetik(1,% jiné zase snizené.?*®

2.4.2 Vysledky a diskuze

U DM1 pacientd jsme naSli signifikantné snizené mnozstvi
cirkulujicich mDC i pDC v porovnani s DRL (p<0,01) a DV (p<0,001). DRL
méli také snizené mnozstvi mDC i pDC v porovnani s DV (p<0,01). Kdyz
jsme rozdélili DRL dle pozitivity a negativity autoprotilatek, DRLP méli nizsi
hladiny DC v porovnani DRLN.

Zvysené mnozstvi IFNalfa jsme nalezli pouze po stimulaci TLR9
agonistou (CpG2216). Pokud jsme porovnali koncentraci IFNalfa
v celkovém supernatantu, kde jsme stimulovali 2 x 10° PBMC, byla
signifikantné nizSi u pacientd s DM1 oproti DV (Cerstvé manifestovani
DM1 p<0,01, dlouhodobi pacienti s DM1 p<0,001). Po prepocitani
koncentrace IFNalfa na 10 pDC byla produkce IFNalfa srovnatelna u DM1
i DV, ale DRL exprimovali zvySené mnozstvi IFNalfa pDC burikami
(p<0,01). Produkce IFNalfa byla vysSi predevsim u DRLN v porovnani
s DV (p<0,01). Po dalSim rozdéleni DRLN dle genetického rizika
(klasifikovano dle HLA molekul Il.tfidy) jsme vidéli, Ze DRLN s nizkym
genetickym rizikem maji nizSi produkci IFNalfa oproti ostatnim DRL.
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Rozdily v produkci IFNalfa po stimulaci PBMC s TLR7 (loxoribine)
a TLR8 (jednovlaknovou RNA (ssRNA)) a TLR9 (CpG2006) ligandy byla
zanedbatelna.

NasSe data poukazuji na pocetni i funkéni rozdily DC v periferni krvi
u DM1 pacientd a jejich pfibuznych.

Role DC v iniciaci autoimunitniho diabetu u NOD mysi jiz byla
publikovana,®® ale o roli DC pfi vzniku DM1 u lidi toho mnoho popséno jesté
neni. Bylo publikovano nékolik studii, ale jejich vysledky se i$i.8%* | my
potvrzujeme zmeény v DC nejen u DM1 pacientu, ale i jejich pfibuznych.
NaSli jsme snizené mnozstvi pDC i mDC u DM1 pacient, coz je v souladu

s vétSinou publikovanych  studii.?*®°

Rozdilné vysledky mohou byt
zpusobené fadou rozdild mezi jednotlivymi studiemi, at jiz se jedna
o vékové rozlozeni, délka trvani diabetu nebo rozdilné metodiky.

Pfedchozi studie na zvifatech poukazuji na dilezitost IFNalfa
produkovaného pDC v iniciaci autoimunitniho diabetu.®® 8" Navic terapie
IFNalfa u lidi je v nékterych pfipadech asociovana se vznikem DM1.%

Pfesna role IFNalfa viniciaci DM1 u lidi neni zatim znama, ale
v nedavné publikaci objasnili udalosti, které vedou k autoimunitnimu
diabetu u NOD mySi a dokazuji ddlezitost IFNalfa v patogenezi tohoto
onemocnéni. Mechanismus pusobeni spociva ve zkfizené reaktivité mezi
B-la bunkami, neutrofily a pDC. Aktivované B-la bunky sekretuji
imunoglobulin G (IgG) specificky k dvojvlaknové DNA. Tyto IgG aktivuji
neutrofily k uvolnéni DNA vazebného ,cathelicidin-related antimicrobial
peptide” (CRAMP), které vazi vliastni DNA. Nasledné DNA, anti-DNA IgG
a CRAMP aktivuji pDC pres TLR9, coZ vede k produkci IFNalfa v ostriivcich
pankreatu.®®

V naSi studii jsme u DM1 a u DRL se zvySenym rizikem vzniku diabetu
detekovali snizené mnoZstvi pDC v jejich periferni krvi. Zaroven jsme nasli
rozdily v sekreci IFNalfa pDC burikami po stimulaci TLR9 u DRL se
zvySenym rizikem vzniku DM1. NaSe data se shoduji s vysledky nedavno
publikovanych studii, kde také poukazuji na dulezitost TLR9 aktivace u pDC
a produkci IFNalfa pfi iniciaci vzniku diabetu u NOD mysi.
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2.5 PFiloha 5

Case report. type 1 diabetes in monozygotic
guadruplets

Stechova K, Halbhuber Z, Hubackova M, Kayserova J, Petruzelkova
L, Vcelakova J, Kolouskova S, Ulmannova T, Faresjo M, Neuwirth A,
Spisek R, Sediva A, Filipp D, Sumnik Z.

Eur J Hum Genet. 2012 Apr;20(4):457-62. doi:10.1038/ejhg.2011.212.
Epub 2011 Nov 23.

IF 4,380

2.5.1 Uvod

Tato studie se zabyva unikatni rodinou, kde se narodila jednovaje¢na
CtyfCata. Monozygozitu Ctyi¢at jsme testovali 14 kratkymi tandemovymi
repeticemi (STR). Jednalo se o divky, kde u dvou z nich se soucasné
manifestoval DM1 a tfeti byla ve stejnou dobu diagnostikovana
v prediabetické fazi se snizenou produkci inzulinu v prvni fazi stimulované
inzulinové odpovédi intravendzniho glukoso-toleranéniho testu a zvySenou
hladinou glukézy. U vSech ¢&tyi€at byla zjiSténa pozitivita autoprotilatek proti
znakum GADG65 a IA2. Serologické vySetfeni potvrdilo, Ze vSechna CtyfCata
a jejich otec prodélali enterovirovou infekci EV68-71 serotypu.

Zaméfili jsme se zde na patologické procesy, které prispély
k manifestaci DM1 u takto unikatni kohorty. VSem rodinnym pfisluSnikdm
jsme odebrali krev, z které jsme nésledné vyizolavali imunokompetentni
buriky a provedli genovou expresni array, kvantifikaci jednotlivych
bunécnych subpopulaci (Treg a DC) a cytokinovou produkci. Vysledky jsme
porovnavali se zdravymi kontrolami.

Pfi vzniku DM1 je dulezita interakce mezi vnéjSimi faktory, tak geny.
Mezi vnéjSi faktory patfi i infekéni agens jako napfiklad viry, které jsou
gasto spojovany se vznikem DM1. Rada nedavnych studii potvrzuje roli
enterovirovych infekci pfi vzniku DM1.%092

Kochrané pfred vznikem DM1 by bylo tfeba sméfovat
imunointervenéni studie do prediabetické faze jesté pred klinickymi projevy

diabetu. Toto obdobi je ale téZce identifikovatelné a je tfeba se zaméfit na
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dalSi znaky, které by nam tuto fazi pomohli Iépe specifikovat. V soucasné
dobé nam k detekci prediabetické faze asi nejvice pomaha sledovani
autoprotilatek proti beta bunkdm pankreatu a metabolické testy. Nicméné
samotna pfitomnost téchto protilatek neni dostacujici ke spusténi destrukce

beta bunék pankreatu.’® %

2.5.2 Vysledky a diskuze

Z vysledkd genové exprese mezi 10 nejsignifikantnéji zménénych
imunologickych drah pfi porovnani diabetickych a nediabetickych Ctyréat
patfily hned 4, které byly spojeny s antivirovou odpovédi. Jednalo se
o aktivaci protivirovych interferont, ,Toll-IL-1-resistance (TIR) domain-
containing adaptor inducing IFNbeta“ (TRIF) specifickh TLR3 a TLR4
signaliza¢ni drahy, IFNalfa/beta signalizaci a antigenni prezentaci pomoci
HLA [.tfidy. Signifikantné zménéné drahy byly i pro interleukinovou
signalizaci a T-bunécnou diferenciaci ( IL-4, -9, -12 a -27 ).

U vSech &lend rodiny jsme nasli snizené mnoZstvi Treg, pDC a mDC
Vv porovnani se zdravymi kontrolami.

PBMC diabetickych c¢tyi¢at produkovaly velké mnoZzstvi TGFbetal
a naopak koncentrace IL-10 byly nizké nebo zcela nedetekovatelné.
Naprosto opacné titry téchto cytokint byly detekovany u prediabetické
sestry. PBMC ostatnich ¢lend rodiny, bez znamek diabetu, produkovaly
stfedni az nizké titry IL-10 a mnozstvi produkovaného TGFbetal bylo nizké
aZz nedetekovatelné. V produkci IL-13 jsme nenalezli zadné rozdily u
jednotlivych rodinnych zastupcu. Vysokou koncentraci IFNgama jsme zjistili
u nediabetického CtyfCete a zaznamenatelnou hladinu IL-17 pouze u jejich
otce.

Po specifické stimulaci PBMC TLR9 ligandem jsme zachytili zvySenou
produkci IFNalfa u nediabetickych c¢tyf€at, jejich starSi sestry a matky
v porovnani s kontrolami. Diabeticka ctyfCata méla jen slabé zvySenou
produkci IFNalfa viéi kontrolam.

Manifestace DM1 u sourozencl ve stejnou dobu je velmi vzacna.
Navic, pokud se jedna o jednovajeCna CtyiCata, kterd byla pocata

spontanné, jde témé&r o unikatni zalezitost.
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Interakce mezi genetickou predispozici a vnéjSimi faktory hraje pfi
vzniku DM1 zéasadni roli. Role virovych infekci, stravovacich navykd,
stresové faktory Ci hygienicka hypotéza je pfi jeho vzniku taktéZ dalezitou
soudasti.®

V naSem pfipadé, Ctyf€ata vyrlstala ve stejném prostredi, byla stejné
dlouho kojena a strava se u nich také vyrazné neliSila. Navstévovala
stejnou Skolku, byla stejné ockovana a netrpéla Zadnou zavaznou détskou
chorobou. Rodi¢e se zminovali, Ze asi mésic pred manifestaci diabetu obé
DM1 ctyfCata prodélala respiraéni infekci. My jsme serologicky potvrdili
prodélanou enterovirovou infekci u vSech Ctyféat a jejich otce.

Virové infekce maji vliv na patologické procesy u DM1. V tomto se
naSe data shoduji s fadou dalSich publikaci, které potvrzuji, Ze konkrétné
enterovirové infekce jsou éasté mezi pacienty s DM1.%

NasSe vysledky z genovych expresi také poukazuji na pFitomnost
virové infekce, kterd pravdépodobné pfispéla k manifestaci DM1 u dvou
CtyfCat. Antivirova produkce interferonll byla u DM1 sester nejsignifikantnégji
zménénou drahou. Mezi dalSimi dulezitymi drahami pojicimi se s virovou
odpovédi se nachazeli TRIF zavisla TLR3 a TLR4 antivirova reaktivita,
IFNalfa/beta signalizace a antigenni prezentace pomoci HLA molekul
|.tFidy.

TLR jsou receptory rozpoznavajici PAMP. TLR3 rozpoznava virovou
dvouvlaknovou RNA, zatimco TLR4 proteinové struktury virG. Navic TLR3
a TLR4 signalizuji skrz TRIF, ktery spousti antivirovou odpovéd imunitniho
systému, produkci interferond Il.typu, prozéanétlivych cytokind a ,myeloid
differentiation primary response gene 88" (MyD88) nezavislou maturaci
DC.” IFN nemusi jen samy o sob& pusobit jako prodiabetogenni,
spousténim Thl odpovédi, ale také mohou zpusobit upregulaci HLA
molekul I.tfidy na beta bunkach pankreatu a tim iniciovat diabetogenni
proces.loo'loz

Mezi dalSimi signifikantné zménénymi drahami mezi DM1 a ne-DM1
CtyfCaty jsou cytokinové signalizace pres IL-27, -4, -12 a -9 ovliviujici
T bunéénou diferenciaci. Slibnymi kandidaty na diabetogenni znaky se zdaji
byt pfedevsim IL-27 a -9. IL-27 je kli€ovy regulator IL-10 a IL-17 u lidskych

CD4+ T lymfocytd.'® Nowac a kolektiv zase identifikovali IL-9 jako
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dalezitého prostfednika v diferenciaci Th17 bunék a jimi zprostfedkovanymi
prozanétlivymi onemocnénimi. Ukazalo se, Ze IL-9 je synergista TBGbeta
pfi diferenciaci naivnich CD4+ bunék do Th17 bunék a zaroven blokuje
funkci Treg.'®

Analyza c&erstvé izolovanych PBMC pomoci pratokové cytometrie
ukazala na snizené mnozstvi pDC a/nebo mDC u prvostupnovych
pfibuznych diabetickych &tyféat. Navic vSichni ¢lenové rodiny méli snizena
mnozstvi Treg. Vrabelova a kolektiv také sledovali pocetni a funkéni
odchylky u prvostupriovych pfibuznych DM1 pacientl a zjistili snizené
mnoZzstvi a funkéni defekty Treg pFedevSim u pfibuznych s rizikovym
genotypem.*®

Dominantni exprese TGFbeta oproti IL-10 u diabetickych Cctyicat
prozatim nikde publikovana nebyla. NaSe laborator se ale jiz dfive zabyvala
expresi téchto dvou cytokini u déti s DM1 a jejich pfibuznych s rizikovym
genotypem, kde zvySené hladiny obou cytokini byly zaznamenany
u pacientt s DM1.°®

Otevird se zde otazka, pro¢ pouze dvé ze Ctyicat onemocnéla
diabetem, a¢ pfitomnost enterovirove infekce byla potvrzena u vSech Ctyr a
vSechna meéla pozitivni protilatky proti ostrivkovym antigenim. BohuzZel
nezname jejich protilatkovy status pred jejich pfichodem s manifestaci, Cili
se vice upiname k varianté, Ze hlavnim spousté€em byla ona enterovirova
infekce. Navic dulezité je i mnoZzstvi viru a stav imunitniho systému v dobé
infekce. Bylo prokazano, Ze progrese z autoimunitni inzulitidy do DM1 muze
vzrlist po enterovirové infekci.”

Identicky genotyp Ctyf¢at nam nezaru€uje synchronizaci manifestace
diabetu. Dulezitou roli pfedstavuji i prodélané infekce jedincl, nastaveni
imunitniho systému, které je zcela individudlni a stim souvisi i stupen
genové metylace (pfipadné dalSich epigenetickych zmén). VSechny tyto
parametry nejsou zanedbatelné a mizou ovlivnit dobu manifestace i u
geneticky identickych jedincu.

V naSi nedavné publikaci jsme prokézali, Ze rozdily v metylaci
specifickych bunék (CD4+ a CD14+) hraji pravdépodobné roli pfi vzniku
DM1. Provedli jsme metylaéni studii u naSich ctyf€at a potvrdili, Ze

diabeticka Ctyf¢ata meéla 164 rozdilné methylovanych prob oproti
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nediabetickému CtyfCeti a prediabetické C&tyfCe bylo nékde mezi nimi.
11 ztéchto prob je lokalizovano v regionech, které jsou spojovany se
vznikem DM1.1%°

Tato studie podporuje fertile-field* hypotézu, kterd predpoklada, ze
autoimunitni onemocnéni muize byt zpusobeno Fadou mikrobialnich
a virovych infekci.’®” NaSe vysledky poukazuji na aktivaci antivirové
odpovédi, ktera pravdépodobné vyustila v manifestaci DM1 u dvou ze
CtyfCat. Nicméné pfitomnost enterovirové infekce byla potvrzena u vice
rodinnych pfislusnikd, ktefi diabetem neonemocnéli. Z toho vyplyva, zZe
geneticka predispozice je dulezita, ale vnéjSi faktory maji pfi vzniku

onemocnéni také znac¢nou vahu.
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3 Zaver

NasSe prace byla zaméfrena pfedevsim na hledani novych znaku, které
by pomohly zpfesnit diagnostiku DM1 a predevSim obdobi pfed samotnou
manifestaci této choroby. V souasné dobé je velkym pomocnikem detekce
autoprotilatek asociovanych s DM1, nicméné sama pozitivita protilatek nam
prilis nefekne o agresivité inzulitidy a dobé do manifestace diabetu. Proto
se snazime najit i dalSi znaky, které se liSi mezi diabetiky, prediabetiky
a zdravymi kontrolami.

Z nasich praci je patrné, Ze samotni prvostupnovi pfibuzni pacientu
imunitniho systému oproti zdravym kontrolam a zapojeni nespecifickych
imunitnich reakci je nezbytné k iniciaci inzulitidy.

Divali jsme se na rozdily mezi jednotlivymi skupinami pacientll s DM1,
jejich prvostupfiovymi pfibuznymi a zdravymi kontrolami po specifické
autoantigenni stimulaci. Nasli jsme nejvétsSi rozdily mezi DM1 skupinou
a zdravymi kontrolami pfedevSim v prezentaci antigend pomoci HLA
molekul 1. tfidy, coz je jiz dlouho znamé, a nasledné v indukci Th17 a Th22
specifickych buné&nych pochodu. Kde obé tyto drahy jsou ¢asto spojovany
se vznikem autoimunitnich onemocnéni. Geny exprimované v Thl7
a TGFbeta kaskadé by mohly byt slibnymi (pre)diabetickymi znaky.

Zajimala nas i otdzka, zda podle titru protildtek asociovanych s DM1,
je mozné blize specifikovat agresivitu tohoto onemocnéni. Zaméfili jsme se
pouze na pacienty s DM1, které jsme rozdélili podle titru protilatek a po
specifické stimulaci diabetogennimi autoantigeny o riznych koncentracich,
jsme se divali na reakce PBMC. Potvrdili jsme, Ze autoprotilatkovy profil
odrazi i bunécnou reaktivitu. Vidéli jsme, Ze vysoky titr IA2 protilatek je
asociovan se zvySenou koncentraci IL-17 a zvySenym mnoZstvim
Tc lymfocytd u téchto pacientl. Tento poznatek by mohl hrat v budoucnu
roli pfi navrhovani dalSich imunointervenénich studii.

Jak jiz v této praci bylo nékolikrat fe€eno, DM1 je pfisuzovano spise
autoreaktivnim T lymfocytdm. V posledni dobé se ale ukazuje ¢im dal vice,

Ze i pfirozena imunita je velmi dilezita pro vznik této choroby. Proto jsme
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se zaméfili i na DC, které stoji na pomezi mezi pfirozenou a ziskanou
imunitou a jsou hlavnimi antigen prezentujicimi bufikami. | v této praci jsme
porovnavali pacienty s DM1, jejich prvostupriové pfibuzné a zdravé
kontroly. NaSe vysledky ukazuji na porusenou funkci DC v periferii, ktera je
typicka predevsim pro prediabetické obdobi. Nasli jsme snizené mnozstvi
mDC i pDC u DM1 pacientd a jejich prvostupfiovych pfibuznych
v porovnani s kontrolami. Zaroven jsme analyzovali i produkci INFalfa po
specifické stimulaci TLR9 ligandem, kter4 byla zvySena u pfibuznych DM1
pacientl, vyjma autoprotilatkové negativnich s ochrannym genotypem.
V tomto kontextu se zda, Ze role pDC v patologii diabetu nebude
zanedbatelna.

DC bunkami a genovou expresi jsme se zabyvali i vnaSi dalsi
publikaci, kdy jsme méli jedine€nou pfilezitost se zaméfit na unikatni rodinu
s jednovajeCnymi CtyfCaty, kde dvéma ze Ctyf€at se manifestoval DM1 ve
stejnou dobu a jedno Cd&tyf¢e bylo v prediabetické fazi. Z vysledku
~microarray” byla patrnd antivirova aktivace imunitniho systému, ktera byla
sérologicky potvrzena pfitomnosti enterovirové infekce. Zda se, Ze
pfitomnost virové infekce, aktivace IL-27 a IL-9 cytokinové signalizace
pfispéla k manifestaci DM1 u dvou ze ¢tyic¢at. MnoZzstvi Treg, pDC a/nebo
mDC byla u vSech &lend rodiny sniZzend. U nediabetickych ¢lend rodiny byla
nalezena zvySena exprese IFNalfa. Tato rodina je ukazkovym pfikladem, ze
vnéjSi faktory hraji pfi vzniku diabetu nezanedbatelnou roli i u geneticky
identickych jedinca.

Tato dizertacni prace shrnuje poznatky nasi laboratofe za poslednich
nékolik let. Zdaleka se ale nejedna o veSkeré publikované vysledky. Dale
jsme se zabyvali i rozdily v eozinofilech a jimi produkovanymi defenziny
u DM1 pacientu, expresi protilatek proti ZnT8 transportéru u DM1 pacientt
a benefitem jejich detekce. Dlouhodobé se zabyvdme i vyzkumem
pupecnikové krve diabetickych matek, kde se zaméfujeme na fadu znaka,
vCetné zastoupeni Treg. Zaroven jsme méli prilezitost spolupracovat na
metylacni analyze naSi unikatni rodiny se Ctyréaty, kde se ukazuje, ze
epigenetika hraje také velmi dulezitou roli pfi vzniku DM1.

DM1 je komplikované autoimunitni onemocnéni, s neznamym

patologickym puvodem. Je spousta poznatklli o mechanismech iniciace

a7



inzulitidy, nicméné komplexni znalost téchto pochodd nam stéle chybi.
V této préaci jsem se snazila o shrnuti naSich vysledkl a pevné véfim, Ze
jsme naSi vynalozenou praci pfispéli alespon trochu k porozuméni, jak

vznikd DML1.
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4 Zkratky

APC Antigen prezentujici burika
BB BioBreeding krysa
BLK Tyrozin kindza B lymfocytu
Breg Regulacni B lymfocyt
CCR3 C-C chemokinového receptoru 3
CD Cluster of differentiation
Deoxyribonukleova kyselina ziskana umélym prepisem
cDNA z mRNA reverzni transkripci
CRAMP Cathelicidin-related antimicrobial peptide
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CTL Cytotoxicky T lymfocyt
DC Dendriticka burika
DM1 Diabetes mellitus 1.typu
DM2 Diabetes mellitus 2.typu
DNA Deoxyribonukleova kyselina
Skupina pacientt s vysokymi titry protilatek proti
DP GADG65 a IA2 antigenu
DPT-1 Diabetes prevention trial-1
DRL Prvostupnovy pribuzny diabetika 1. typu
DRLN DRL protilatkové negativni
DRLP DRL protilatkové pozitivni
DV Zdrava kontrola
EAE Experimentalni autoimunitni encefalomyelitis
ELISPOT Enzyme-Linked ImmunoSpot
Foxp3 Forkhead box P3
GADG5 Izoforma dekarboxylazy kyseliny glutamové
HbAlc Glykovany hemoglobin
HLA Havni histokompatibilni systém ¢lovéka

HLA-DR,-DP,-DQ

Lokusy HLA

IA2

Izoforma tyrozinové fosfatazy

IAA Inzulinové protilatky

ICA Protilatky proti Langerhansovym ostravkim
IFNgamma Interferon gamma

IgG Imunoglobulin G

IL Interleukin

IL2RA IL-2 receptor
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INS

Inzulinovy gen

Skupina pacientt s nizkymi titry protilatek proti

LOW GADG65 a IA2 antigenu
MODY Maturity Onset Diabetes of the Young
MRNA Informacni RNA
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
NK Natural killer
NKT NK T lymfocyty
NOD Non-obese diabetic mys
PAMP S patogeny asociované molekuly
PBMC Mononuklearni buriky z periferni krve
PRR Pattern recognition receptors
PTPN22 Lymphoid-specific protein tyrosine phosphatase
gRT-PCR Kvantitativni Fetézova reakce v realném Case
RNA Ribonukleova kyselina
RORgama t Retinoid-related orphan receptor gamma t
SLE Systémovy lupus erytromatodes
SSRNA Jednovlaknovd RNA
STAT3 PrenaSecC signdll a transkrip&nich faktort 3
STR Kratké tandemoveé repetice
T1D Type 1 diabetes mellitus
Tc Cytotoxicky T lymfocyt
TCR T bunécny receptor
Teffl7 Th17 efektorové bunky
Tfh Folikularni pomocné T-lymfocyty
TGFbeta Transformujici ristovy faktor beta
Th Pomocny T lymfocyt
TIR Toll-IL-1 receptor
TIRAP Toll-interleukin 1 receptor domain—containing protein
TLR Receptor podobny genu Toll
TNFalfa Tumor nekrotizujici faktor alfa
Treg Regulaéni T lymfocyt
Tregl7 Regulacni Th17 buriky
Toll-IL-1-resistance (TIR) domain-containing adaptor
TRIF inducing IFNbeta
ZnT8 Zinkovy transportér 8
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