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Abstrakt

Uvod: Diabetes mellitus 1. typu je chronické metabolické onemocnéni zptisobené
autoimunitni destrukci beta bun¢k pankreatu. Aktualné pfijimand teorie vzniku onemocnéni
vychazi zejména ze studia pribéhu onemocnéni u non-obese diabetic (NOD) mysi, kdy
k rozvoji  cukrovky dochazi néasledkem poruchy v regulaci imunitniho systému.
Experimentalni a klinickd data ukazuji, Ze autoimunita mlze byt utlumena az potlacena
prostiednictvim imunitni intervence. Ta, paklize je zahdjena v€as, mize zpomalit probihajici
zanik beta bunék a zachovat zbytkovou sekreci inzulinu. K nastoleni normoglykémie ale
samotna imunointervence vétSinou nestaci. Jak prokazalo n€kolik intervencnich studii na
zvitecich modelech, je soucasné nutna stimulace proliferace anebo regenerace beta bunck.

Cil préce: Zzjistit, zda zkombinovanim latky simunosupresivnim ucinkem (mysi anti-
thymocytarni  globulin  (MATG), gusperimus), s latkou, ktera podporuje obnovu
pankreatickych beta bunék (sitagliptin), dojde ke zpomaleni ¢i zvraceni pribéhu diabetu. A
jakym mechanismem dané latky ptsobi.

Material a metody: K pokustim byly pouzity samice mysiho kmene NOD/ShiLtJ (H29'). U
téchto mysi jsme v den 0, 7, 14 a 28 stanovovali glykémie, subpopulace T-lymfocyti pomoci
pritokové cytometrie, miru zdnétu a pifitomnost endokrinnich bunék imunohistochemickym
vySetfenim fezt pankreatu. Dale jsme stanovovali koncentraci dipeptidyl peptidazy 1V (DPP-
IV) a transformujiciho rastového faktoru B (TGFB) v krvi, profil genové exprese ve
splenocytech a intraperitonealni gluk6zovy tolerancni test.

Vysledky: Ve skupiné 1é¢ené mATG se remise vyskytla u 3 zvitat z 28. V gusperimové,
sitagliptinové a v diabetické kontrolni skupiné se remise vyskytla po jednom pfipadu. Ve
skupin€¢ s kombinovanou lécbou nebylo dosazeno remise u Zadného z pokusnych zvirat.
Jediny vliv 1é¢by na populaci regulac¢nich T-lymfocyti jsme zaznamenali ve skupiné 1é¢ené
mMATG, kde byl patrny vyrazny vzestup 7. den pokusu z hodnoty 8,8 (6,2 — 10,0) % v den 0
na 14,9 (12,3 — 23,4) %; P <0,01. Ve stejné dobé doslo ve skupiné lécené mATG
k razantnimu poklesu populace CD8+ T-lymfocytt z pivodni hodnoty 16,7 (10,9 - 21,9) % na
4,9 (1,8 - 8,5) %; P < 0,001. Koncentrace DPP-1V byla v den ukonéeni pokusu nejvyssi ve
DPP-1V u mysi, které dosahly remise a ¢inila 321,8 (277,0 - 737,5) ng/ml se signifikantnim
rozdilem mezi témito dvéma skupinami; P < 0,01. Hodnota TGFp byla nejvyssi ve skupiné
mysi v remisi, kde ¢inila 81172,0 (66779,9 - 132703,9) pg/ml, ¢imz se vyrazné¢ liSila od
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(4627,5 - 64787,5) pg/ml; P < 0,001.

Zaver: V ptipad¢ jiz manifestniho diabetu se zadna z terapii nejevi dostatecné ucinna k jeho
zvraceni €1 alespont zpomaleni pribéhu choroby a ani zkombinovanim dvou odlisné
pusobicich latek se nepodatilo dosdhnout lepsich vysledkii. Vyskyt remise diabetu byl pouze
ojedinély a byl spojen se snizenou koncentraci DPP-1V a zvySenou koncentraci TGFp v krvi.
Podavani sitagliptinu vedlo naopak ke snizeni hodnot TGFp. Pozitivni vliv na hodnotu TGF
a zddouci zménu v subpopulacich T-lymfocytll jsme zaznamenali pouze pii podavani mATG.
Gusperimus udrzoval zanétlivy proces v aktivni fazi se zvySenou hodnotou DPP-1V.

Kli¢ova slova: Diabetes mellitus 1. typu, NOD mys, DPP-1V, TGFB, mATG, gusperimus,
sitagliptin, Tregs, autoimunita



Abstract

Introduction: Type 1 diabetes mellitus is a chronic metabolic disease caused by autoimmune
destruction of pancreatic beta cells. The theory of the disease onset is derived from study of a
disease course in non-obese diabetic (NOD) mice, in which the diabetes occurs due to a
dysregulation of the immune system. Experimental and clinical studies showed that the
autoimmunity may be abrogated by immune intervention, which if initiated early enough may
at least slow down the ongoing beta cells lost and preserve residual insulin secretion. But
immune intervention alone is not sufficient to restore normoglycemia in the majority of cases.
Several interventional studies showed that stimulation of proliferation and/or regeneration of
beta cells are necessary to restore normoglycemia in animal models.

Aim of the study: To find out, if the combination of a potent immunosuppression (murine
anti-thymocyte globulin (mMATG), gusperimus) together with stimulation of islet regeneration
(sitagliptin) will be able to slow down or reverse the course of the disease. Another aim is to
identify the mechanism by which the substances act.

Material and methods: All experiments were performed in female NODShiLtJ (H29") mice.
The following parameters were examined at day O, 7, 14 and 28: blood glucose,
subpopulations of T-lymphocytes by flow cytometry, islet inflammation and presence of
endocrine cells by immunohistochemical examination of pancreatic sections. Concentration of
dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) and transforming growth factor B (TGFp) in blood, gene
expression profile from splenocytes and intraperitoneal glucose tolerance test.

Results: In the mATG group the remission occurred in 3 out of 28 mice. In the gusperimus,
sitagliptin and in the diabetic control group the remission occurred in one case each. In the
combined group the remission was not achieved in any case. The only effect of therapy on
regulatory T-lymphocytes values was recorded in the mATG group, where a marked increase
from 8.8 (6.2 — 10.0) % at day 0 to 14.9 (12.3 — 23.4) % at day 7 was present; P < 0.01. At the
same time dropped in the mATG group values of CD8+ T-lymphocytes from 16.7 (10.9 —
21.9) % to 4.9 (1.8 — 8.5) %; P < 0.001. The concentration of DPP-IV was at the end of the
study highest in the gusperimus group and made 885.3 (183.4 — 2175.4) ng/ml, the lowest
concentration was in mice with remission and made 321.8 (277.0 — 737.5) ng/ml with
significant difference between those two groups; P < 0.01. TGFp concentration was highest in
mice with remission in which represented 81172.0 (66779.9 — 132703.9) pg/ml and was
significantly different from the sitagliptin group in which the concentration TGF was the
lowest and made 36670.2 (4627.5 — 64787.5) pg/ml; P <0.001.

Conclusion: In the case of overt diabetes none of the therapies seemed to be efficient to cure
or at least slow down the course of the disease. Neither the combination of two diversely
acting substances did lead to better results. Remission of diabetes was very rare and was
accompanied by lowered concentration of DPP-IV and higher concentration of TGF in
blood. Administration of sitagliptin let to a decrease of TGFP values. Only the mATG
administration had positive influence on T-lymphocytes subpopulations. Gusperimus, on the
other hand, kept the inflammatory process in active phase.

Key words: Type 1 diabetes, NOD mouse, DPP-IV, TGFB, mATG, gusperimus, sitagliptin,
Tregs, autoimmunity



1. Uvod

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je chronick¢é metabolické onemocnéni zpisobené
autoimunitni destrukci beta bun¢k pankreatu (Pelikdnova T. et al., 2012). Aktualné piijimana
teorie vzniku onemocnéni vychdzi zejména ze studia pribéhu onemocnéni u non-obese
diabetic (NOD) mysi, kdy k rozvoji DM1 dochazi nasledkem poruchy v regulaci imunitniho
systému, vedouci k expanzi autoreaktivnich CD4+ a CD8+ T-lymfocyti, autoprotilatky
produkujicich B lymfocytid a aktivaci pfirozeného imunitniho systému, které spolupracuji
V ni¢eni beta bunék pankreatu. Mistem aktivace T-lymfocyti jsou pankreatické lymfatické
uzliny na zakladé prezentace antigenti z beta bunék prostiednictvim antigen prezentujicich
bunék (APC). Autoreaktivni T-lymfocyty po klonalni expanzi migruji do ostrivkd, kde
napadaji beta bunky (Bluestone J.A. et al., 2010). Proti cytotoxickym T-lymfocytim pisobi
regulaéni T-lymfocyty (Tregs), které mohou v ¢asném stadiu destrukci beta bunék zastavit
tim, ze inhibuji diabetogenni T-lymfocyty a builky piirozené imunity prostiednictvim
interleukinu 10 (IL-10) a transformujiciho ristového faktoru B (TGFB) (Lehuen A. et al.,
2010). Tregs jsou charakterizovany mimo jiné expresi transkripéniho faktoru forkhead box P3
(FOXP3). Beta bunky v zanétlivém prostiedi pouze nezanikaji, ale maji i velkou snahu o
regeneraci, jak bylo dokumentovano u NOD mysi. Experimentalni a klinicka data ukazuji, ze
autoimunita muze byt utlumena az potla¢ena prostfednictvim imunitni intervence. Ta, paklize
je zahdjena vcas, mize zpomalit probihajici zanik beta bunck a zachovat zbytkovou sekreci
inzulinu (Herold K.C. et al., 2005; Ludvigsson J. et al., 2008). K nastoleni normoglykémie ale
samotnd imunointervence vétSinou nestaci. Jak prokéazalo nckolik intervenénich studii na

zvitecich modelech, je soucasné nutnd stimulace proliferace anebo regenerace beta bunék.
(Ogawa N. et al., 2004; Shoda L.K. et al., 2005).

Imunointervence

Z hlediska potlaceni autoimunity se nejvice U€inna jevi 1écba specificky zamétend proti T-
lymfocytim. Odpovéd’ na 1écbu je spojena se zménou poméru CD4+ a CD8+ bunék (Herold
K.C. et al.,, 2002). Tato 1é¢ba také vede k vyraznému zvétseni populace Tregs (Feng X. et al.,
2008). Alternativou mohou byt imunosupresivni léky s vice komplexnim mechanismem
ucinku. Jednou z téchto latek je gusperimus (deoxyspergualin) podavany k potlaceni
autoimunitni reakce u autoimunitnich chorob jako lupusova nefritida (Lorenz H.M. et al.,
2011) nebo Wegenerova granulomatéza (Flossmann O., Jayne D.R., 2010).

Regenerace beta bunék

Vhodnymi a dostupnymi prostfedky ke zvySeni mnozstvi beta bunck se zdaji byt analoga
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) ¢i inhibitory jeho degradace, které ptedstavuji novou
skupinu 1€kt uzivanych v 1é¢b¢ diabetikt 2. typu. GLP-1 podporuje proliferaci beta buné¢k a
snizuje jejich apoptoézu (Drucker D.J., 2003; Li Y. et al., 2003; Xu G. et al., 2006). Po
uvolnéni do krevniho ob&hu je GLP-1 proteolyticky degradovan béhem né€kolika minut
prostfednictvim dipeptidyl peptidazy-1V (DPP-IV). Tomuto lze zabranit podanim inhibitord
DPP-1V (Pospisilik J.A. et al., 2003).

Kombinovana lécba

Diivodem neuspokojivych vysledkli monoterapii v 1écbé DM1 muze byt to, Ze zadny z
lécebnych postupli neni dostatecné U¢inny k potlaceni autoimunitniho procesu a soucasné
schopny navodit proliferaci beta bunék pankreatu. Kombinace vhodnych latek by mohla
vylepsit ucinek jejich 1écebného potencialu.



2. Hypotézy a cile prace

Cil préce

Zjistit, zda zkombinovanim latky simunosupresivnim U¢inkem (mysi anti-thymocytarni
globulin (mATG), gusperimus) s latkou podporujici obnovu pankreatickych beta bunék
(sitagliptin), dojde ke zvraceni ¢i zpomaleni prubéhu diabetu. A jakym mechanismem dané
latky ptsobi.

Hypotéza ¢. 1

Podavani imunosupresivnich latek (mMATG a gusperimus) povede k zastaveni ¢i ovlivnéni
autoimunitniho procesu. Dojde Kk patrnym zménam v imunitnim systému s ochranou beta
bunék pankreatu a ptipadné remisi jiz rozvinutého diabetu.

Hypotéza ¢. 2

Podavani inhibitoru dipeptidyl peptidazy IV (sitagliptinu) povede k morfologickym zménam
endokrinniho pankreatu s moznou regeneraci ¢i proliferaci beta bunék. Zaznamename také
zmény v imunitnim systému.

Hypotéza ¢. 3

Utinek kombinované 1é¢by povede k lepsim vysledkiim neZ podavani vybranych latek
samostatné. V ptipad¢ uspésného potlaceni autoimunity imunosupresivnimi latkami dojde
vlivem podavani sitagliptinu k podpofte proliferace beta bun¢k s obnovenim jejich masy.



3. Material a metodika

Abychom objasnili plisobeni jednotlivych latek a efekt jejich kombinace, uspofadali jsme
celkem 5 pokust, které jsme nasledné¢ doplnili o porovnani vysledk zjisténych u
diabetickych zvifat s hodnotami stanovenymi u nediabetickych zvitfat a zvifat, kterd dosahla
remise. Maximalni dobu sledovéani jsme stanovili na 28 dni. V ramci jedné skupiny byly
diabetické mysi dale rozdéleny do ¢tyt podskupin s odlisnou dobou ukonceni pokusu, a to v
den 0, 7, 14 a 28. V téchto Casovych usecich jsme stanovovali subpopulace T-lymfocyta
prutokovou cytometrii, provadéli imunohistochemické vysSetieni fezti pankreatem, stanoveni
DPP-IV a TGFB z krve, profil genové exprese splenocytd a vden 24 byl proveden
intraperitonedlni glukozovy tolerancni test. Glykémie byly méfeny z zily na konci ocasu
Vv pribéhu celé doby pokusu 2x tydné za pomoci glukometru Accu-Check Performa Nano
(Roche, Basel, Svycarsko). Viechny experimenty byly provadény na mysich samicich kmene
NOD/ShiLtJ (H29"). V priibéhu celé doby pokusu nebyl zvifatim podavan exogenni inzulin.

Jednotlivé skupiny
1. Diabeticka kontrolni skupina (n = 28): bez specifické 1é¢by

2. Skupina lé¢ena mySim anti-thymocytarnim globulinem (mATG) (n = 28): mATG bylo
poskytnuto jako dar od spoleénosti Genzyme, (Framingham, MA, USA) a bylo podano ve
dvou davkach intraperitonealné v den 0 a 4 (1 mg celkem).

3. Skupina lé¢ena sitagliptinem (n = 28): inhibitor DPP-IV (Januvia, MSD, Hoddeson, GB).
100 mg sitagliptinu bylo rozpusténo ve 200 ml pitné vody. Pii denni spotiebé vody 4-10 ml
na mys, dostavaly mysi sitagliptin v davce 2-5 mg denné. Mysi byly chovany s volnym
pfistupem k takto upravené pitné vode¢.

4. Skupina léfena gusperimem (n = 28): gusperimus (deoxyspergualin, Nippon Kayaku Co.
LTD, Japonsko) byl podavan v davce 2,5 mg/kg intraperitonedlné, 5 dni v tydnu po celou
dobu studie. Gusperimus byl zahrnut do naseho pokusu z divodu neocekavaného ukonceni
vyroby mATG.

5. Skupina s kombinovanou léébou (n = 28): mysi dostavaly soucasné sitagliptin a
gusperimus stejnym zptsobem jak uvedeno vyse.

6. Nediabeticka kontrolni skupina (n = 5): mysi, u kterych nedoslo k rozvoji diabetu do 26.
tydne véku, bez specifické terapie.

7. Skupina mySi, které dosahly remise (n = 5): mysi, u nichz nelacné glykémie na konci
pokusu byly niz$i nez 13 mmol/l.

Prutokova cytometrie

V den ukonceni pokusu byly ze zvifat odebrany pankreatické lymfatické uzliny a slezina.
Splenocyty ziskané jemnym rozmélnénim sleziny v Iscove's modified Dulbeco's mediu byly
oddéleny gradientovou centrifugaci na Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Uppsala,
Svédsko). Buiiky pankreatickych lymfatickych uzlin byly ziskany propasirovanim uzlin pies
60 um sitko. Ziskané buiikky byly oznafeny a vySetfeny pomoci priatokové cytometrie. K
obarveni bunc¢k jsme pouzili fluorescencni protilatky proti povrchovym antigenim CD3,
CD4, CD8, CD25 (A488 anti-CD3, eBioscience, San Diego, USA; Qdot605 anti-CD4,
Invitrogen, Eugene, USA; PerCP-Cy5.5 anti-CD8, eBioscience; APC anti-CD25, vyrobena v
Mikrobiologickém tistavu AV CR, Praha, Ceska republika). Nasledn& byly buiiky nafixovany
a permeabilizovany (FoxP3 Staining Buffer Set, eBioscience). Nitrobuné¢ny antigen FoxP3
byl detekovan pomoci protilatky znacené phycoerythrinem (eBioscience). U kontrolnich



vzorkll byla pouzita odpovidajici isotypova kontrola zna¢ena phycoerythrinem (eBioscience).
Oznacené bunky byly vyhodnoceny pomoci pritokového cytometru LSR II FACSDiva
softwarem (BD, San Jose, USA). Ve vzorcich byly stanoveny nasledujici subpopulace T-
lymfocyti: podil CD8+ a CD4+ T-lymfocytt a populace CD4+ CD25+ FoxP3+ regulacnich
T-lymfocyti mezi CD4+ lymfocyty (Tregs).

Imunofluorescencéni barveni bunék ostruvku

Ptiblizn¢ polovina z kazdého pankreatu byla fixovana ve 4 % formaldehydu a zalita do
parafinu. Imunofluorescen¢ni barveni bylo provedeno na 5 um fezech. Pfed samotnou detekci
antigenu byla tkan nejprve inkubovana v Target Retrieval Solution, Citrate pH 6, (Dako,
Glostrup, Dansko) dle navodu vyrobce, tj. tkan umisténa v roztoku byla inkubovana po dobu
30 min. ve vodni lazni s teplotou 97° C a posléze ponechana 15 min pii pokojové teploté. K
blokovani nespecifickych vazebnych mist bylo pouZzito 5 % osli sérim, které bylo aplikovano
na fezy po dobu 30 min. pfi pokojové teploté (Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA, USA). Specifické protilatky proti c-peptidu a glukagonu pak byly na fezech
ponechany pies noc pii 4° C (krali¢i protilatky proti c-peptidu a glukagonu; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA). Sekundarni protilatka proti potkanimu IgG byla spojena s
AlexaFluor 555 a protilatky proti kralicim IgG byly spojeny s AlexaFluor 488 (oboje
Invitrogene, OR, USA). Jadra byla nabarvena pomoci 4,6-diamino-2-fenylindolu (DAPI)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Rezy byly uchovany v roztoku 1,4-
diazabicyklo[2.2.2]oktanu a polyvinyl alkoholu (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) v
glycerolu. Nasledné¢ byly vyhodnoceny na fluorescencnim mikroskopu znacky Olympus
BX41 vybaveném digitani kamerou Olympus DP71 (Olympus, Japonsko).

Morfologie ostrivki

U kazdého zvitete byly vySetfeny vSechny ostriivky na nahodn€ vybraném fezu pankreatem.
Vyskyt beta a alfa buné¢k byl hodnocen nésledovné: 0) zadna endokrinni buiika v misté
pivodniho ostrivku, 1) jedna pozitivni bunka az pozitivita v 10 % plochy ptvodniho
ostriivku, 2) pozitivita v 10-50 % plochy ostrivku, 3) pozitivita v 50-100% plochy ostravku.
Mira infiltrace imunitnimi bufikami uvniti a vné ostriivku byla hodnocena dle Zhanga (Zhang
J. et al., 2007) na fezech obarvenych DAPI: 0) Zadna patrna imunitni butika, 1) infiltrovano 1-
10% plochy, 2) 10-25% plochy, 3) 25-50% plochy a 4) vice nez 50% plochy ptvodniho
ostrivku infiltrovano imunitnimi bunkami. Procenta byla stanovena odhadem zkuSeného
biologa, ktery hodnotil zaslepené histologické vzorky. Nasledné bylo stanoveno skore jako
soucet bodl vSech ostriivkil na fezu, dle vySe uvedenych $kal, vydéleny jejich poctem.

Stanoveni koncentrace DPP-IV v plazmé

Krevni vzorky byly ziskany punkci srdce v den ukonceni pokusu. 50 pl krve bylo smichano s
citratem sodnym (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a zcentrifugovano za ucelem ziskani
plazmy. K méfeni koncentrace DPP-IV ve vzorku krevni plazmy byla pouzita protedzova esej
DPP-IV-Glo™ (Madison, WI, USA). Koncentrace byla odvozena z kalibra¢ni kiivky aktivity
rekombinantniho proteinu DPP-IV (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Stanoveni koncentrace TGFR v séru

Krevni vzorky byly ziskdny punkci srdce v den ukonceni pokusu. Po vysraZeni krve
ponechané alespont 30 min. pfi pokojové teploté bylo centrifugaci oddéleno sérum. Ve 30 ul
séra byl TGFpB stanoven metodou ELISA (BioVendor, Brno, Ceska republika) dle pokyni
vyrobce.



Profil genové exprese ve splenocytech

Splenocyty ziskané jemnym rozmélnénim sleziny v Iscove's modified Dulbeco's mediu byly
oddéleny gradientovou centrifugaci na Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Uppsala,
Svédsko). Veskerda RNA byla extrahovana za pomoci RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko) dle navodu vyrobce. K izolaci byl pouzit pfistroj QIAcube (Qiagen, Hilden,
Némecko). RNA byla vyluhovana do 14 pl cisté vody a cistota a koncentrace RNA byla
stanovena pomoci ultrafialového-viditelného spektrofotometru (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA). RNA o celkovém mnozstvi 2-4 pg byla uzita k syntéze
c¢DNA za pomoci SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Profil genové exprese 11 zvolenych genti (Bax, Bcl2, Fasl, Il1b, 116, 1110, Iftng, Tnf, Ntkbl,
Nfkb2, Ikbkb) byl stanoven pomoci kvantitativni real-time RT-PCR (2-AACt) za pouziti
ribozomalni RNA (18S rRNA) jako vnitini kontroly, kterd byla vybrana ze 4 testovanych
provoznich (housekeeping) genli (Actb, Hprt, Gapdh, 18S) uzitim NormFinder softwaru. Ke
kalibraci pro relativni kvantifikaci byla pouzita ¢cDNA kontrolniho vzorku. Kvantifikace
mRNA byla provedena v triplikatech prosttednictvim na zakdzku vyrobené TagMan® Low
Density Array (TLDA) (Applied Biosystems) a rychlého protokolu (TagMan® Fast
Advanced Master Mix, Applied Biosystems). Amplifikace RT-qgPCR byla provedena na
piistroji ABI Prism® 7900 H.T. Sequence Detection system (Applied Biosystems). Data byla
vyhodnocena jako relativni mnozstvi (RQ) za pouziti RQ manager 1.2. software pro
automatickou analyzu dat (Applied Biosystems).

Intraperitonealni glukézovy toleranc¢ni test IPGTT)

Byl naplanovén na 24. den pokusu. Po no¢nim la¢néni byla formou intraperitonealni injekce
zviteti poddna glukoza (1 mg/g télesné hmotnosti) ve formé 10 % roztoku. Hodnoty glykémii
byly zjistovany v 0., 10., 20., 30., 40., 50. a 60. min testu z zily na konci ocasu pomoci
glukometru Accu-Chek Performa Nano (Roche, Basel, Svycarsko). Z téchto hodnot byl pak
vypo¢itan koeficient asimilace glukozy dle vzorce x = (InC1-InC2)/(t1-t2). C — glykémie, t —
cas.

Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsou uvedeny jako median (min — max). Ke statistickému vyhodnoceni jsme vyuzili
pocitatovy software GraphPad Prism 6 po piedchozi konzultaci s nezavislym statistikem.
Neparametrické testy, jako je Kruskal-Wallisuv test, Mann-Whitney test nebo Studentdv t-
test, byly pouzity ke stanoveni rozdilu mezi skupinami. Chi kvadrat test byl pouzit ke zjisténi
rozdilt ve stupnich infiltrace. Hodnoty P < 0,05 jsme povazovali za statisticky vyznamné.
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4. Vysledky

Hodnoty glykémii a vyskyt remise diabetu

U skupiny zvifat 1é¢ené mATG bylo dosaZzeno remise u 3 zvifat. V gusperimové,
sitagliptinové a v diabetické kontrolni skupiné se remise vyskytla po jednom piipadu. Ve
skupiné s kombinovanou lécbou nebylo dosazeno remise u Zadného z pokusnych zvitat.

Populace regula¢nich T-lymfocyta

Populace Tregs vzriistaly v pribéhu pokusu u vSech diabetickych skupin. Jediny vliv 1é¢by na
hodnoty Tregs jsme zaznamenali ve skupiné 1é¢ené MATG, kde jsme zaznamenali vyrazny
vzestup jiz 7. den pokusu z hodnoty 8,8 (6,2 — 10) % v den 0 na 14,9 (12,3 — 23,4) % v den 7,
P <0,01. Nicmén¢ nebyl trvaly a na konci pokusu se jednotlivé diabetické skupiny od sebe
neodliSovaly.

Populace CD4+ T-lymfocyta

Populace CD4+ T-lymfocytt vzrostla ve skupiné 1é¢ené mATG na 77,1 (67,9 — 82) % a
naopak klesla v diabetické kontrolni skupiné na 70,5 (55,9 — 74,5) %, tim se tyto dvé skupiny
na konci pokusu vyznamné lisily; P < 0,01. V ostatnich skupinich jsme nezaznamenali zadné
vyraznéjsi zmény.

Populace CD8+ T-lymfocytu

Ve skupiné 1é¢ené mATG doslo po jeho podani k razantnimu poklesu v populaci CD8+ T-
lymfocyti z ptivodni hodnoty 16,7 (10,9 - 21,9) % na 4,9 (1,8 - 8,5) % v den 7; P < 0,001.
Tento pokles pretrval az do konce experimentu, kdy populace CD8+ T-lymfocyta ¢inila 7,4
(6,2 - 13,8) %, ¢imz se vyrazné odliSovala od hodnoty v diabetické kontrolni skuping, kde
doslo naopak k naristu a cinila 15,5 (11,8 - 20,8) %; P < 0,001. V ostatnich diabetickych
skupinéch jsme nezaznamenali Zadné vyznamné zmény.

Skore beta bunék

V dobé¢ manifestace diabetu byla jiZ vétSina beta bunck znicena. V prib&hu celé doby pokusu
zlstalo mnoZstvi beta bun¢k na velmi nizké az témét nulové hodnoté.

Skore alfa bunék

Skore alfa bunék signifikantné narostlo v prabéhu pokusu ve skupinach, kterym byl podavan
sitagliptin. Ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou doslo k nartstu z hodnoty 1,04 (0,42 - 1,53) v
den 0 na 1,87 (1,00 - 2,33) v den 28; P < 0,01 a ve skuping¢ se sitagliptinem samotnym z
hodnoty 1,0 (0,42 —1,48) vden O na 1,73 (1,00 - 2,13) v den 28; P < 0,01.

Stupei infiltrace

Jednotlive diabetické skupiny se v pribéhu pokusu nelisily od diabetické kontrolni skupiny a
ve vSech kromé gusperimové doslo k poklesu v tizi infiltrace imunitnimi bunikami.

V den ukonceni pokusu se pak od nediabetické kontrolni skupiny ve stupnich infiltrace lisila
skupina s kombinovanou lé¢bou a 1é¢bou sitagliptinem a take diabeticka kontrolni skupina.
Skupina lécend gusperimem se od nediabetické kontrolni skupiny nelisila.

Koncentrace DPP-IV v plazmé
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Koncentrace DPP-IV v sitagliptinem 1é¢ené skupiné klesla 7. den pokusu na hodnotu 292,9
(124,5 — 376,8) ng/ml z puvodni hodnoty 712,9 (550,0 — 775,2) ng/ml. Déle jeji hodnota
kontinualn¢ stoupala na hodnotu 390,4 (219,6 — 660,9) ng/ml v den 14 a 848,7 (642,6 —
1033,6) ng/ml v den 28. Ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou byl ne zcela signifikantni pokles
patrny v den 14 (289,5 (153,4 — 655,9) ng/ml) nasledovany opét vzestupem na hodnotu 668,2
(344,2 — 1215,5) ng/ml v den 28; P < 0,05. K mirnému naristu v hodnotdch DPP-IV doslo
také u skupiny lé¢ené gusperimem na hodnotu 885,3 (183,4 — 2175,4) ng/ml v den 28 a u
diabetické kontrolni skupiny na hodnotu 851,1 (289,2 — 1623,0) ng/ml v den 28. Oproti
sitagliptinem 1écené skupiné se diabeticka kontrolni skupina signifikantné lisila jen sedmy
den pokusu. V den ukonc¢eni pokusu pak byla hodnota DPP-IV ve skuping 1é¢ené gusperimem
nejvyssi a lisila se tak od nediabetické kontrolni skupiny, kde koncentrace DPP-IV ¢inila
488,6 (473,2 — 523,4) ng/ml; P < 0,05. Jednotlivé diabetické skupiny se na konci pokusu mezi
remise a ¢inila 321,8 (277 - 737,5) ng/ml. Tim se tato skupina lisila od diabetické kontrolni,
gusperimoveé a sitagliptinové skupiny.

Koncentrace TGFp v séru

Ve skupiné 1é¢ené mATG doslo 7. den pokusu k signifikantnimu vzestupu TGFp na hodnotu
95711,6 (77748,9 — 141247,6) pg/ml z puvodnich 54526,8 (33252,4 — 80150,4) pg/ml; P <
0,05. Zvysena hodnota pretrvavala i v den ukonceni pokusu. V diabetické kontrolni skupiné
ani ve skuping 1é¢ené gusperimem ¢i kombinovanou 1é¢bou k Zadnym zménam v hodnotach
TGFp nedoslo. Na konci pokusu naopak hodnota TGF klesla ve skuping 1é¢ené sitagliptinem
na hodnotu 41223,9 (4627,5 - 66779,9) pg/ml a tim se tato skupina liSila od diabetické
kontrolni skupiny, kde hodnota TGFf ¢inila 67050,3 (16617,1 - 114930,6) pg/ml; P < 0,05.
Hodnota TGFP byla nejvyssi ve skupiné mysSi v remisi, kde ¢inila 81172,0 (66779,9 -
132703,9) pg/ml, ¢imZ se vyrazné liila od hodnoty ve skupiné mysi lé€enych sitagliptinem,
kde byla hodnota nejnizsi a ¢inila 36670,2 (4627,5 - 64787,5) pg/ml; P < 0,001.

Profil genové exprese splenocytu

Relativni intensita genové exprese pro gen Bcl2 byla nejvyssi u gusperimové skupiny, kde
¢inila 1,575 (0,909 - 2,182), zatimco v diabetické kontrolni skupiné 0,869 (0,829 - 1,042); P <
0,05 a v nediabetické kontrolni skupiné 0,702 (0,554 - 0,961); P < 0,01. Exprese genu pro
Ikbkb byla také nejvyssi u gusperimové skupiny, kde dosahovala hodnoty 1,809 (0,902 —
3,29), zatimco v diabetické kontrolni skupiné 0,800 (0,709 - 1,449); P < 0,05 a v nediabetické
kontrolni skupiné 0,682 (0,601 - 1,192); P < 0,01. Exprese genu pro Tnf dosahla v
gusperimové skupiné hodnoty 1,042 (0,599 - 2,730), ¢imz se liSila od nediabetické kontrolni
skupiny, kde ¢inila hodnota 0,533 (0,340 - 0,617); P < 0,05. U genu kddujiciho Nfkb1 byla

v

v

nejvyssi v gusperimem 1é¢ené skuping 3,239 (0,445 - 7,447); P < 0,05.

IPGTT

Vzhledem k vysoké mortalité¢ mysi po IPGTT jsme ve skupin¢ s kombinovanou lécbou od
tohoto testu ustoupili. V ostatnich diabetickych skupinach se hodnoty asimilace glukézy od
sebe statisticky vzajemné neliSily, nicméné nejnizsich hodnot bylo dosahovano ve skupiné
mysi léCenych sitagliptinem. Mysi 1é¢ené sitagliptinem se také nejvice odliSovaly v hodnotach
glykémii naméfenych v pribéhu pokusu ve srovnani s hodnotami naméfenymi u mysi
Vv remisl.
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5. Diskuse

Nejucinngjsim prostfedkem v 1é€bé DM1 se zda byt 1éEba mATG, nebot” prokazala alespon
Casteéné metabolické zlepSeni jiz hyperglykemickych NOD mysi. Zadna z terapii viak
nevedla k jasnému vyléCeni mysi s jiz manifestnim diabetem. Bohuzel ani kombinovana 1é¢ba
nevedla k lepsim vysledktm.

K navozeni remise je poticbné potlaeni autoimunity a obnoveni tolerance k vlastnim
autoantigenim. Za udrZeni periferni tolerance jsou zodpovédné regulacni T-lymfocyty.
Inhibi¢ni ucinek Tregs po jejich aktivaci je dan bud’ piimym bunécnym kontaktem
prostfednictvim inhibi¢nich molekul jako je CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4) nebo prostiednictvim sekrece IL-10 a TGFB (Broere F. et al., 2011). Po terapii
MATG doslo Kk vzestupu populace Tregs. Ve stejné dobé jsme zaznamenali i vzestup
v hodnotach TGFp, ktery je dulezity pro vznik a zachovani Tregs. Pii porovnani diabetickych
mys$i s nediabetickymi ¢i s mySmi, které dosahly remise, se populace Tregs na konci pokusu
nijak zdsadné neodliSovaly, ackoliv u vSech diabetickych zvifat doSlo k menSimu ¢i
vyrazn&j§imu nartstu v jejich populaci. Také Mellanby (Mellanby R.J. et al., 2007)
nezaznamenal rozdil v mnozstvi Tregs mezi diabetickymi a nediabetickymi NOD my$mi.
Z téchto vysledkd se zda, ze jediny pozitivni vliv na populaci Tregs mélo podavani mATG.
Tento efekt byl ale patrny pouze v dobé jeho podavani.

Pomocné CD4+ T-lymfocyty hraji hlavni roli ve vzniku a regulaci autoimunitnich
onemocnéni. Ve vSech diabetickych skupinach doslo k mirnému poklesu CD4+ T-lymfocyt,
ale nevyraznéjsi pokles jsme zaznamenali u diabetické kontrolni skupiny. Lécba mATG vedla
jako jedind k nartstu CD4+ T-lymfocyti.

Efektorové CD 8+ T-lymfocyty piedstavuji hlavni buné¢nou komponentu pfi autoimunitni
destrukci beta bunc¢k v pozdé¢jsi fazi onemocnéni. Ve vSech diabetickych skupinach, kromé
skupiny mysi, které jsme podavali mMATG, jsme na konci pokusu zaznamenali narast CD8+
T-lymfocytd. Tento nartst byl nejvyrazngjsi v diabetické kontrolni skupingé. Naopak velmi
dramaticky pokles CD8+ T-lymfocyti zaznamenany po podani mATG muze ukazovat na
kyzeny Gtlum cytotoxické aktivity.

Pii podavani gusperimu jsme nezaznamenali Zadné zmény v poctu CD4+ ¢i CD8+ T-
lymfocyti. Z prdce Wanga (Wang B.B. et al., 1996) vyplyva, Ze gusperimus je schopen
blokovat diferenciaci T-lymfocytt na pocate¢ni urovni (jejich prekursory v thymu), ale nema
zadny méfitelny G¢inek na pozdni vyvojova stadia T-lymfocytd a ze plné€ dozralé periferni T-
lymfocyty jsou jeho vlivu uSetfeny. TaktéZ poddvani sitagliptinu nemélo vliv na mnoZstvi
CD4+ ¢ CD8+ T-lymfocyti. Zadny signifikantni rozdil jsme nezaznamenali v hodnotéach
Tregs, CD4+ ¢i CD8+ T-lymfocytt pfi porovnani diabetickych skupin s my$mi v remisi.

V ¢em se ale mysi v remisi odliSovaly od ostatnich diabetickych mysi, byly hodnoty TGFf a
DPP-1V. StéZejni funkci TGFP je udrZovani tolerance pomoci regulace proliferace,
diferenciace a prezivani efektorovych T-lymfocytd, zachovani Tregs a dale také ovlivnéni
chemotaxe (Chen G. et al., 2007). U mysi, které dosahly remise, byly hodnoty TGFp nejvyssi
a vysoce pievySovaly hodnoty, které jsme naméfili u mysi 1é€enych sitagliptinem samotnym.
Niz$i hodnoty TGFB méla skupina 1é¢ena sitagliptinem i v porovnani s diabetickou kontrolni
skupinou. Pozitivni vliv na hodnoty TGFB mélo podani mATG. Hodnoty TGFp se zdaji byt
nezavislé na mnozstvi Tregs a zdaji se mit lepsi vypovidajici hodnotu o nastaveni imunitni
reakce €i o Uspésnosti 1éCby.
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Vedle TGFp je IL-10 dalsim dulezitym cytokinem s protizanétlivymi, imunosupresivnimi a
imunomodulaé¢nimi G¢inky (Goudy K.S. et al., 2003). | exprese genu pro IL-10 byla u mysi
1éCenych sitagliptinem ze vSech skupin nejnizsi.

Snizena exprese IL-10 i TGFp je velmi pravdépodobné dana atlumem nuklearniho faktoru
kappa B (NF-kB), ktery jsme pii podavani sitagliptinu zaznamenali. Naopak u skupiny 1é¢ené
gusperimem byla exprese IL-10 signifikantné¢ zvySena. Coz bylo patrné dano snahou o atlum
dlouhotrvajici zanétlivé reakce. Aktivace transkripéniho faktoru NF-KB je z&sadni pro
produkci cytokinli, chemokint, rastovych faktorii a pieziti aktivovanych bun¢k imunitniho
systtmu. NF-kB blokuje bunéfnou smrt navozenim transkripce gent kodujicich anti-
apoptotické (Bcl2) a antioxidaéni proteiny (Baldwin A.S., 2012; Lawrence T. et al., 2001). Je
to hlavni regulator vrozené i ziskané imunity a zanétlivé odpovédi (Vallabhapurapu S., Karin
M., 2009). Zvysena aktivace NF-kB ve skupiné 1écené gusperimem byla patrnd ze zvySené
intensity exprese IKK-B (Ikbkb), coz vedlo ke zvySeni genové exprese B-cell lymphoma 2
(Bcl2) pti porovnani s diabetickou a zejména nediabetickou kontrolni skupinou.

Dalsi zndmkou zvySené prozanétlivé aktivace byla ve skuping 1écené gusperimem zvysSena
exprese tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNFa) oproti nediabetické kontrolni skuping. TNFa
je cytokin s Sirokym spektrem G¢inka dualezitych v rozvoji diabetu. Jedna se o silny mediator
zanétu (O"Garra A. et al., 1997).

Pti sledovani infiltrace ostrivku imunitnimi buikami jsme v priabéhu ¢asu pozorovali jeji
pokles, coz odpovidalo snizujicimu se mnoZstvi beta bunck zbyvajicich v ostriveich.
Nejvyraznéjsi byl pak pokles u skupiny lé¢ené sitagliptinem a kombinovanou lécbou
v porovnani s nediabetickou kontrolou. Pti podavani samotného gusperimu nedoslo k poklesu
ve stupnich infiltrace. Coz bylo patrné dano delSim ptezivanim aktivovanych T-lymfocyti
v infiltrdtu pfi zvySené expresi antiapoptotického proteinu Bcl2. Proto se gusperimova
skupina na konci pokusu nelisila od nediabetické skupiny, kde byl také piitomen ve zvySené
mife 4. stupenl infiltrace, ktery byl v nediabetické skupiné ale spojen s pfitomnosti jeste
funk¢nich beta bunék.

Jiz v dobé manifestace diabetu a zafazeni mysi do pokusu byla u diabetickych mysi vétSina
beta bun€k znicena a bylo témét nemozné popsat zmény v jejich mnozstvi.

Narhst v mnoZstvi alfa buné€k byl nejvyraznéjsi ve skupiné 1écené sitagliptinem a ve skupiné s
kombinovanou 1é¢bou. | u lidi byl po roce podavani sitagliptinu zaznamenan nartst v
mnozstvi alfa bunék (Butler A.E. et al., 2013). Moznym vysvétlenim je mechanismus
pusobeni sitagliptinu i na alfa buriky, ve kterych tlumi sekreci glukagonu a muze tim nejspis
vyvolat kontraregula¢ni reakci v podobé jejich zmnozZeni. Alfa buiikky mohou byt pfimym
zdrojem novych beta bun¢k jejich transdiferenciaci. U dospélych mys$i byla zaznamenana
preména alfa bunék v beta buniky pfi jejich extrémni ztraté (Thorel F. et al., 2010).

V praci publikované Makdissim se vyrazny a trvaly vzestup v koncentraci DPP-1V objevil
druhy tyden studie, kdy byl pacientum s diabetem mellitem 2. typu podavan sitagliptin. Tento
nariist neni dan ztratou inhibi¢niho ucinku sitagliptinu na enzymatickou aktivitu DPP-IV,
ktera zdstava utlumena, ale naristem plasmatické koncentrace DPP-IV v podobé proteinu
(Makdissi A. et al., 2012). Nicméné¢ pii diabetu dochazi k vzestupu v aktivit¢ DPP-1V, jak jiz
bylo popsano u lidi (Mannucci E. et al., 2005). Stejny nalez byl publikovan také u NOD mysi,
kdy diabetické mysi mély vyssi hodnoty v aktivit¢ DPP-1V oproti nediabetickym (Kim S.J. et
al., 2010). Moznym vysvétlenim je opét kontraregulacni mechanismus, kdy u diabetickych
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myS$i byly nalezeny zvySené hladiny plazmatického GLP-1 v porovnani s nediabetickymi
(Rydgren T. et al.,, 2012), coz patrné¢ vede k zvySené aktivit¢ DPP-IV. Pfi porovnani
s nediabetickou kontrolni skupinou méla nejvyssi hodnoty koncentrace DPP-1V na konci
pokusu skupina lécend gusperimem. Miize to byt dano prave vyssi prozanétlivou aktivaci pii
podavani gusperimu, nebot’ aktivované T-lymfocyty vykazuji zvySené hodnoty molekuly
CD26 (cluster of differentiation 26), kterd odpovidd molekule DPP-1V na povrchu T-
lymfocyta (Salgado F.J. et al., 2012). Velmi zajimavy je poznatek, Ze u mysi, U nichz bylo
dosazeno remise, byly hodnoty DPP-IV oproti ostatnim diabetickym skupinam sniZeny.
Nejvyraznéjsi byl tento rozdil opét v porovnani se skupinou lé€enou gusperimem. U pacienta
s DM1 v c¢astecné klinické remisi byly nalezeny signifikantné nizS§i hodnoty GLP-1 a
glukagonu v porovnani s pacienty bez remise (Kaas A. et al., 2012). Coz by opét mohlo
vysvétlovat zmény v aktivit¢ DPP-IV a naznaCovat, ze u pacientli s DM1 mozna neni nartst
hodnot GLP-1 tplné Zadouci.

V koeficientech asimilace glukozy se jednotlivé skupiny mezi sebou nelisily. Dle prubéhu
glykemickych kiivek v prib&hu intraperitonealniho glukézového toleran¢niho testu lze
vyvozovat, ze nejhlife reagovaly beta buniky mysi, jez dostavaly sitagliptin. Tento jev mohl
byt dan vEétsimi ndroky na beta bunky pii podavani sitagliptinu. Vycerpané beta buiiky pak jiz
nejsou schopné reagovat na dalsi zatéz. Ze studie REPAIR-TID vyplyva, ze podavani
sitagliptinu s lansoprazolem pacientiim s cerstvym zachytem diabetu vedlo k zvySené potiebé
inzulinu s moznym rizikem, ze podavani DPP-1V inhibitoru s inhibitorem protonové pumpy
mize spiSe zhorsit nez snizit poskozeni beta bunék (Griffin K.J. et al., 2014).

15



6. Zavéry

Ad hypotéza ¢. 1

Zjistili jsme, ze navzdory jasnému imunomodula¢nimu ucinku, ktery se projevil nartistem
regulaénich a CD4+ T-lymfocyt, poklesem CD8+ T-lymfocytd a vzestupem sérové
koncentrace TGFp, neni podavani samotného mATG dostate¢né G¢inné k potlaceni plné
rozvinuté¢ho diabetu. Imunomodulac¢ni ucinky gusperimu byly odrazeny ve zméné profilu
genové exprese splenocytu, kde se projevily zvySenou expresi genti komplexu nuklearniho
faktoru kappa B, Bcl2, Tnf a 1110, ale dalsi pribéh pokrocilého autoimunitné¢ podminéného
diabetu ovlivnily spiSe negativné. Tim se tato 1éCba neodrazila v nami pozadovanych a
ocekavanych metabolickych efektech.

Ad hypotéza ¢. 2

Inhibice aktivity DPP-IV sitagliptinem nevedla k podpofe regenerace pankreatickych beta
bunék, ale doslo ke zmnozeni alfa bun¢k pankreatu, které mohou za urcitych okolnosti slouzit
jako jejich prekurzor. Bez soucasného podavani inzulinu dochazi pfi podévani sitagliptinu
k nadmérné zatézi zbyvajicich beta bunék, coz naopak vede k jejich rychlejsimu zaniku. Déle
souCasn¢ tlumi tvorbu dulezitych imunoregulacnich cytokini (IL-10 a TGFp), které jsou
dilezité pro navozeni remise.

Ad hypotéza €. 3

Zkombinovanim 1é¢by jsme nedosahli lepSich vysledk nez pii podavani vybranych latek
samostatné, nebot’ gusperimus nevedl k potlaceni autoimunitniho procesu, jak jsme piivodné
ocekavali. Gusperimus v naSem experimentu nebyl schopen zvratit jiz rozbéhlou zanétlivou
reakci a z vysledku se zda, ze ji spise udrzuje. Sitagliptin sice tlumi prozanétlivou aktivaci, ale
vede k zaniku beta bunék jejich nadmérnym zatiZenim. Navic také tlumi navozeni mozné
regulacni odpovédi poklesem plazmatickych hodnot TGF.

Zavér a zhodnoceni prace

V piipad¢ jiz manifestniho diabetu se Zadna z terapii nejevi dostate¢né ucinna k jeho zvraceni
¢i alesponl zpomaleni priibéhu choroby a ani zkombinovanim dvou odlisné plisobicich latek se
nepodatilo dosdhnout lepSich vysledkl. Vyskyt remise diabetu byl pouze ojedinély a byl
spojen se snizenou koncentraci DPP-IV a zvySenou koncentraci TGFB v krvi. Podavani
sitagliptinu vedlo naopak ke sniZeni hodnot TGFp. Pozitivni vliv na hodnotu TGFf a Zadouct
zménu v subpopulacich T-lymfocyti jsme zaznamenali pouze pii podavani mATG.
Gusperimus naopak udrzoval zanétlivy proces v aktivni fazi se zvySenou hodnotou DPP-IV.
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