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Predmluva:

V roce 2006 jsem ukoncila studium na lékaiské fakulté v Plzni Univerzity Karlovy v Praze a
nastoupila na Kliniku diabetologie Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM)
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Pisobenim v Laboratofi Langerhansovych ostravka IKEM jsem se postupné naucila izolaci
ostravkt  z pankreatu  (lidskych, potkanich, mysich) a =z laboratornich metod
imunofluorescenéni barveni ostrivki, izolaci mRNA, western blott, RT-PCR, provadéni
intraperitonealniho gluk6zového toleran¢niho testu, separaci a kultivaci bunék, transplantaci
ostrivkl pod renalni kapsulu mysi a dalsi.

V roce 2013 jsem ziskala Fulbrightovo stipendium, diky kterému jsem stravila 6 mésich
Vv laboratofi Schulze Diabetes Institute University of Minnesota. Zde jsem se vénovala
izolacim Langerhansovych ostrivki a to nejen klinicky (autotransplantace ostrivkl
pacientim s chronickou pankreatitidou), ale také experimentalné (xenotransplantace ostrivkt
od prasat primattim, allotransplantace ostrivki primatt a vyzkumné izolace lidskych ostravki
za ucelem testovani riznych enzymi).

Rada bych touto cestou pod¢kovala svym kolegim a samoziejmé roding, bez kterych by
vznik této prace nebyl mozny. Predev§im chci podekovat svému Skoliteli prof. MUDr.
FrantiS$ku Saudkovi, DrSc. za moznost pracovat a studovat pod jeho vedenim, velmi si toho
vazim. MUDr. Janu Kfizovi, Ph.D. za jeho trefné pfipominky a ochotu kdykoliv pomaoci.
Mgr. Klafe Zacharovové Ph.D. za vyhodnocovéani histologickych obrazl, provadéni
laboratornich stanoveni a neutuchajici entuziasmus, Ing. Irené Brabcové, Ph.D. za pomoc pii
stanovovani profili genové exprese, Zdeniku Cimburkovi za provadéni priatokové cytometrie
a Evé Dovolilové a Lence Vojtoveé za jejich excelentni laborantskou préaci.

Tato prace vznikla za spolupodpory grantu SVV 260257 od Univerzity Karlovy v Praze, za
coz dékuji MUDr. Zdenku Kostrouchovi, Ph.D.

Seznam nejcéastéji pouzitych zkratek:

MATG — mysi anti-thymocytarni globulin
CD - cluster of differentiation

DM1 — diabetes mellitus 1. typu
DPP-IV — dipeptidyl peptidaza IV

GLP-1 — glucagon-like peptide 1

IL — interleukin

IPGTT — intraperitonealni glukdzovy toleranéni test
NOD — non-obese diabetic

PLU — pankreatické lymfatické uzliny
TGEp — transformujici ristovy faktor
Tregs — regulacni T-lymfocyty
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Abstrakt v ¢eském jazyce

Uvod: Diabetes mellitus 1. typu je chronické metabolické onemocnéni zptisobené
autoimunitni destrukci beta bunék pankreatu. Teorie vzniku onemocnéni vychazi zejména ze
studia prubéhu onemocnéni u non-obese diabetic (NOD) mysi, kdy k rozvoji cukrovky

dochézi nasledkem poruchy v regulaci imunitniho systemu.

Cil prace: Zjistit, zda zkombinovanim latek s imunosupresivnim u¢inkem (mysi anti-
thymocytarni  globulin  (MATG), gusperimus), s latkami, které podporuji obnovu
pankreatickych beta bunék (sitagliptin), dojde ke zpomaleni ¢i zvraceni prubéhu diabetu. A

jakym mechanismem dané latky ptsobi.

Material a metody: K pokustim byly pouzity samice mysiho kmene NOD/ShiLtJ (H29"). U
téchto mysi jsme stanovovali glykémie, subpopulace T-lymfocyti pomoci pratokové
cytometrie, miru zanétu a piitomnost endokrinnich bun¢k imunohistochemickym vysetfenim
fezli pankreatu. Dale jsme stanovovali koncentraci dipeptidyl peptidazy 1V (DPP-IV) a
transformujiciho rastového faktoru B (TGFP) v krvi, profil genové exprese ve splenocytech a

intraperitonealni gluk6zovy toleranéni test.

Vysledky: Vyskyt remise diabetu byl pouze ojedinély a byl spojen se snizenou koncentraci
DPP-IV a zvysenou koncentraci TGFp v krvi. Podavani sitagliptinu vedlo ke snizeni hodnot
TGFp. Pozitivni vliv na zménu v subpopulacich T-lymfocyti jsme zaznamenali pouze pfi

podavani mATG. Gusperimus naopak udrzoval zanétlivy proces v aktivni fazi.

Zavér: V ptipadé jiz manifestniho diabetu se zadnd z terapii nejevi dostatecné Ui€inna k jeho
zvraceni ¢i zpomaleni prib&hu choroby.
Kli¢ova slova: Diabetes mellitus 1. typu, NOD mys, DPP-1V, TGFB, mATG, gusperimus,

sitagliptin, Tregs, autoimunita



Abstrakt v anglickém jazyce

Introduction: Type 1 diabetes mellitus is a chronic metabolic disease caused by autoimmune
destruction of pancreatic beta cells. The theory of a disease onset is derived from study of
disease course in non-obese diabetic (NOD) mice, in which the diabetes occurs due to a

dysregulation of the immune system.

Aim of the study: To find out, if the combination of a potent immunosuppression (murine
anti-thymocyte globulin (mATG), 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 (H2%") mice.
The following parameters were examined: 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 1V (DPP-1V) and transforming growth factor f (TGFp) in blood, gene expression

profile from splenocytes and intraperitoneal glucose tolerance test.

Results: Remission of diabetes was very rare and was accompanied by lowered concentration
of DPP-IV and higher concentration of TGFp in blood. Administration of sitagliptin let to a
decrease of TGFp values. Positive influence on T-lymphocytes subpopulations caused only
MATG administration. Gusperimus, on the other hand, kept the inflammatory process in an

active phase.

Conclusion: In the case of overt diabetes none of the therapies seemed to be efficient to cure
or slow down the course of the disease.
Key words: Type 1 diabetes, NOD mouse, DPP-1V, TGFB, mATG, gusperimus, sitagliptin,

Tregs, autoimmunity



Uvod

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je chronické metabolické onemocnéni zplsobené
autoimunitni destrukci beta bun€k pankreatu. Beta bunky, které spolu s dal$imi typy bunék
tvofi Langerhansovy ostriivky, pfedstavuji endokrinni ¢ast pankreatu. PoSkozeni beta bunék
ma za nasledek nedostatek inzulinu a hyperglykémii. Dlouhodobé piisobeni hyperglykémie na
tkan¢ a organy vede ke vzniku chronickych komplikaci diabetu. Mezi tyto chronické
komplikace patii diabeticka nefropatie, kterd muze skonéit az Gplnou ztratou funkce ledvin,
retinopatie vedouci k poskozeni zraku a ptipadné slepoté, neuropatie projevujici se
poskozenim nerva a spolupodilejici se na rozvoji syndromu diabetické nohy. Hyperglykémie
zpusobuje také zavazné poSkozeni makrovaskularniho fec¢isté (Nathan D.M., 2015;

Pelikdnova T et al., 2012).

Ackoliv pfesny zpusob vzniku a rozvoje onemocnéni stale neni zndm, je jasné, ze postihuje
jedince s genetickou predispozici k onemocnéni pii soucasném pisobeni vlivii prostiedi.
(Lehuen A. et al., 2010). Jiz pfed manifestaci onemocnéni lze v séru pacientid detekovat
pritomnost autoprotilatek. Jednd se zejména o protilatky proti bunkdm ostravki (ICA),
autoprotilatky proti inzulinu (IAA), autoprotilatky proti izoformé 65 dekarboxylazy kyseliny
glutamove (GADA) a proti antigenu 2 asociovanému s inzulinomem (IA-2A). Pfitomnost
dvou a vice protilatek v séru znaci progresivni prabéh onemocnéni. PIné rozvinuty diabetes se
pak manifestuje hyperglykémii a klinickymi ptiznaky aZ piti poklesu mnozstvi funkénich beta

bunék na 20 a méné procent jejich ptivodni hodnoty (Knip M., Siljander H., 2008).

Protoze je zkoumani vzniku a pribéhu choroby u lidi velmi obtizné, pouzivaji se ke studiu
DMI1 dva zviteci modely. Jsou to biobreeding potkani (Whalen B.J. et al., 2001) a non-obese
diabetic (NOD) mysi (Makino S. et al., 1980). Pribéh autoimunitni inzulitidy je v obou

modelech natolik podobny jako u lidi (véetné pfitomnosti CD4+ a CD8+ T-lymfocyth



zamé&fenych proti ostrivkiim a genetické vazby onemocnéni), Ze jsou oba modely povazovany

za vhodné pro studium patogeneze DM1 i moznosti 1é¢by.
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chromozomu 6 v oblasti kodujici HLA (human leukocyte antigen) II. tfidy. Kromé téchto
genu je s DM1 asociovano dalSich deset gent ¢i genovych oblasti. Nicméné pouze u malé
Casti jedinci (méné nez 10%) s potvrzenou HLA predispozici dojde k rozvoji klinického
onemocnéni (Knip M., Siljander H., 2008). Diilezité je proto zjisténi, ze v poslednich dvou
dekadach vyrazné stoupla incidence DM1 (Cinek O. et al., 2012) a napi. ve Velké Britanii
stoupa o 3% ro¢né. Tento narust je tedy rychlejsi nez mize byt pfic¢itano genetickym zménam
(Lehuen A. et al., 2010). Z tohoto divodu se intenzivné zkoumaji mozné vlivy prostiedi,
Kterymi jsou napf. neadekvatné zvySena hygiena, virové nakazy, vakcinace, slune¢ni zafeni a

mnoho dalSich.

Aktualné pfijimana teorie vzniku onemocnéni vychazi zejména ze studia pribéhu onemocnéni
u NOD mysi, kdy k rozvoji DM1 dochazi nasledkem poruchy v regulaci imunitniho systému,
vedouci k expanzi autoreaktivnich CD4+ a CD8+ T-lymfocytu, autoprotilatky produkujicich
B lymfocytl a aktivaci pfirozeného imunitniho systému, které spolupracuji v niceni beta

bunék pankreatu.

Na zakladé¢ dosud neobjasnéné¢ho imunologického inzultu dochédzi u jedincl s genetickou
predispozici k zahajeni chronického autoimunitniho zanétu postihujiciho selektivné beta
bunky Langerhansovych ostravka. V Uvodu se v pankreatu objevuji butiky pfirozené imunity,
jako jsou dendritické bunky, makrofagy a piirozeni zabije¢i spolu s autoreaktivnimi B
lymfocyty. Mistem aktivace T-lymfocytli jsou pankreatické lymfatické uzliny na zakladé
prezentace antigenli z beta bunék prostiednictvim antigen prezentujicich bunck (APC).

Autoreaktivni T-lymfocyty po klonalni expanzi migruji do ostrivku, kde napadaji beta bunky.



Poskozeni beta bunék vede k dalSimu uvolnéni antigenti, které zplsobuje tzv. epitope
spreading (prezentaci novych autoantigent v zanétlivé zménéném imunitnim systému vedouci

k noveé aktivaci T-lymfocyti) (Bluestone J.A. et al., 2010).

Existuje né€kolik moznosti, kterymi mtize dochézet ke smrti beta bun¢k vlivem ptisobeni T-
lymfocytd. CD8+ T-lymfocyty mohou zabijet beta bunky pies MHC (hlavni
histokompatibilni komplex) 1. téidy zprostiedkovanou cytotoxicitu, dale oba typy bunék,
CD4+ a CD8+ produkuji cytokiny, jako je interferon y (IFNy), ktery aktivuje expresi
receptoru bunééné smrti FAS a tvorbu chemokini beta bunkami. Aktivace FAS
prostiednictvim FAS ligand (FASL) exprimujicich T-lymfocyti mtze zah4jit apoptézu beta
bun¢k. Produkce chemokini beta bunkami vede k dal§imu pfitahovani mononukledrnich
bunck do ostriivkil se zesilenim intenzity zanétu. Navic INFy muze aktivovat makrofagy a
navodit zvySenou produkci prozanétlivych cytokinti véetné interleukinu 1p (IL-1PB) a tumor
nekrotizujiciho faktoru a (TNFa). Beta buriky exprimuji velké mnozstvi receptoru pro IL-1 a
zdaji se byt vice citlivé k apopt6ze navozené IL-1p neZ ostatni endokrinni buriky (Lehuen A.

etal., 2010).

Proti cytotoxickym T-lymfocytim pisobi regulaéni T-lymfocyty (Tregs), které mohou
v ¢asném stadiu destrukci beta buné€k zastavit. Tregs jsou hlavnim ptedstavitelem periferni
tolerance k autoantigenim. Tregs jsou charakterizovany mimo jiné expresi transkripéniho
faktoru forkhead box P3 (FOXP3). Vétsina FOXP3+ bunék jsou CD4+ T-lymfocyty, které
exprimuji na svém povrchu molekulu CD25 (a fetézec receptoru pro interleukin 2), schopné
tlumit aktivaci, proliferaci a efektorové funkce, jako je produkce cytokint Sirokého spektra
imunitnich bun¢k, véetné¢ CD4+ a CD8+ T-lymfocytl, pfirozenych zabijec¢t (Biton A. et al.,
2006), B lymfocyti a APC (Sakaguchi S. et al., 2010). Jejich tlumici ¢innost vyzaduje
preaktivaci prostfednictvim T-bunééného receptoru (TCR) a zavisi na t€sném kontaktu mezi
odpovidajici bunkou, Tregs a APC (Chentoufi A.A. et al., 2008). DilezZitost Tregs podtrhuje
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existence IPEX (immunodysregulation, polyedocrinopathy, enteropathy, X-linked) syndromu,
u kterého mutace ve FOXP3 vede ke vzniku autoimunitnich endokrinopatii véetné¢ DMI.
Tregs inhibuji diabetogenni T-lymfocyty a bunky pfirozené imunity prostiednictvim
interleukinu 10 (IL-10) a transformujiciho rustového faktoru B (TGFpB) (Lehuen A. et al.,

2010).

Beta bunky v zanétlivém prostfedi pouze nezanikaji, ale maji i velkou snahu o regeneraci, jak
bylo dokumentovano u NOD mysi. U lidi jsou podobna pozorovani jen obtizné proveditelna

(van Belle T.L. et al., 2011) (Obr. 1).
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Obr. 1: Inicialni faze DM1 se odehrava v pankreatu, kde dendritické bunky zachycuji a zpracovavaji
antigeny beta bun¢k. K poskozeni beta bunék muize dojit ptirozenou cestou nebo napi. po virové
infekci. V pankreatickych lymfatickych uzlinach pak dochazi k prezentaci antigenu piislusnym T-
lymfocytim s naslednou klonalni expanzi. Dozrévaji B-lymfocyty a vytvaieji se specifické protilatky.
V tomto obdobi nedochazi jen k zaniku, ale vznikaji také nové beta buniky ve snaze udrzet
normoglykémii. Zanik beta bunék mohou zastavit Tregs, které tlumi diabetogenni T-lymfocyty
prosttednictvim IL-10 a TGFB. V momentn¢, kdy se vymkne destrukce beta bun¢k kontrole a jejich
mnozstvi klesne pod kritickou mez, dochdzi k manifestaci diabetu (Obrazek zhotovila K.

Zacharovova dle publikace od van Belle et al, 2011, uveiejnén s jejim laskavym svolenim.).
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Experimentalni a klinicka data ukazuji, Ze autoimunita muze byt tlumena az potlacena
prostiednictvim imunitni intervence. Ta, paklize je zahdjena v€as, muze alesponn zpomalit
probihajici zanik beta bunék a zachovat zbytkovou sekreci inzulinu (Herold K.C. et al., 2005;
Ludvigsson J. et al., 2008). K nastoleni normoglykémie ale samotna imunointervence
vétsSinou nestaci. Jak prokazalo nékolik intervencnich studii na zvifecich modelech, je
soucasné nutna 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 lécba specificky zamétena proti T-
lymfocytim. Schopnost ovlivnit pribéh nové vzniklého diabetu 1. typu u mys$i i u lidi
prokézalo podavani anti-thymocytarniho globulinu (ATG) (Saudek F. et al., 2004; Simon G.
et al., 2008), anti-lymfocytarniho séra (Maki T. et al., 1992) ¢i anti-CD3 protilatek
(Chatenoud L. et al., 1997; Herold K.C. et al., 2005; Keymeulen B. et al., 2005). Terapie anti-
lymfocytarnimi latkami prokazala moznost zpomaleni ztraty beta bun€k a zachovani ¢i
zlepSeni tvorby inzulinu. Odpovéd’ na 1€¢bu byla spojena se zménou poméru CD4+ a CD8+
bunék (Herold K.C. et al., 2002). Tato 1écba také vede k vyraznému zvétSeni populace Tregs
(CD4+CD25+FoxP3+ T-lymfocytt) (Feng X. et al., 2008). Obzvlast¢ polyklonalni anti-T-
lymfocytarni 1éCba se jevila slibna jak v experimentu (Simon G. et al., 2008), tak v klinickém
projektu provedeném na naSem pracovisti (Saudek F. et al., 2004). Pacientim s Cerstveé
diagnostikovanou cukrovkou 1. typu byl podavén polyklonélni krali¢i ATG. Uvodni studie
zahrnujici 25 pacientd s DM1 sledovanych po dobu 2 let prokazala vyznamné zachovani
tvorby C-peptidu a niz$i naroky na exogenni inzulin v porovnani s kontrolni skupinou. Navic
byla zaznamenana trvala zména v poméru CD4+/CD8+ T-lymfocytd v periferni Kkrvi

s moznym imunoregula¢nim efektem. Dale byl zjiStén signifikantni nartist populace Tregs az
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9 mésicti po podani ATG (data nebyla publikovana). Nicméné¢ produkce dostatecné tc¢innych
a bezpecCnych latek je velmi slozitd a piipravky urCené pro lidské uziti nejsou vhodné pro

vyzkum na zvitatech.

Alternativou specifickych anti-T-lymfocytarnich latek slouZicich k potlaceni autoimunity
mohou byt imunosupresivni 1éky s vice komplexnim mechanismem uc¢inku. Jednou z téchto
latek je gusperimus (deoxyspergualin) podavany k potlaeni autoimunitni reakce u
autoimunitnich chorob jako lupusova nefritida (Lorenz H.M. et al., 2011) nebo Wegenerova
granulomatéza (Flossmann O., Jayne D.R., 2010). V experimentu gusperimus také zabranil
nebo zmirnil rozvoj roztrouSené skler6zy (Schorlemmer H.U., Seiler F.R., 1991), ¢i
revmatoidni artritidy (Takagishi K. et al., 1990). Ve studiich na zvifecim modelu diabetu
gusperimus snizoval vyskyt diabetu u NOD mysi (Haberstroh J. et al., 1995; Nicoletti F. et
al.,, 1993). Gusperimus v kombinaci s cyklosporinem A také docasné zabranil vzniku
autoimunitniho diabetu u BB potkant (Di Marco R. et al., 1996). Gusperimus in vitro sniZuje
tvorbu cytotoxickych T-lymfocytl, expresi receptoru pro interleukin 2 na CD4+ a CD8+ T-
lymfocytech, oslabuje dozravani B-lymfocytli a snizuje tvorbu cytokini monocyty (Nadler
S.G. et al., 1995). V in vivo modelu blokuje dozravani dendritickych bunék v lymfatickych
uzlinach (Thomas J.M. et al., 1999). Gusperimus je také schopen prodlouzit piijeti allo ¢i
xeno Stépl, tlumit reakci St€pu proti hostiteli ¢i autoimunitni choroby a tlumit tvorbu
protilatek. Jeho podavani snizuje translokaci transkripéniho faktoru nuklearniho faktoru kappa
B (NF-kB) do jadra, ktery zde reguluje velké mnozstvi gend vcetné genu pro IL-1B, IL-6,

TNFo, MHC I, MHC II a dalsich (Diegel M.L. et al., 2002).

Regenerace beta bunék

Bylo prokéazano, Ze i po 50 letech trvani DM1 lze v lidském pankreatu detekovat alespoii
n¢jaké beta bunky (Keenan H.A. et al., 2010). Z tohoto lze usuzovat, ze je mozna trvala
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obnova beta bun¢k i1 pfes jejich neustaly zanik. Vhodnymi a dostupnymi prostfedky ke
zvySeni mnozstvi beta bun€k se zdaji byt analoga glucagon-like peptide 1 (GLP-1) ¢i
inhibitory jeho degradace, které piedstavuji novou skupinu 1ékti uzivanych v 1é€bé diabetiki
2. typu. Inkretiny, mezi které patii kromé GLP-1 a gluk6zo-dependentniho inzulinotropniho
peptidu (GIP) mnoho dalSich latek, jsou produkovany buiikami travici trubice a po poziti
potravy jsou uvoliiovany do krevniho ob&hu. Inkretinovy efekt je zprostiedkovan zejména
dvéma hlavnimi stfevnimi hormony, GLP-1 a GIP. Oba hormony zvySuji sekreci inzulinu
pankreatickymi beta buitkami v zavislosti na aktualni hodnoté krevniho cukru. GLP-1 navic
snizuje sekreci glukagonu z alfa bunck, podporuje proliferaci beta bunck a snizuje jejich
apoptozu. (Drucker D.J., 2003; Li Y. et al., 2003; Suen C.S., Burn P., 2012; Xu G. et al.,

2006).

GLP-1 je po uvolnéni do krevniho ob&hu proteolyticky degradovan béhem nékolika minut
prostiednictvim dipeptidyl peptidazy-1V (DPP-IV). Tomuto lze zabranit podanim inhibitort
DPP-1V (Pospisilik J.A. et al., 2003). Inkretinova terapie vykazuje také imunologické u¢inky.
Ovlivnéni proliferace lymfocytii a zachovani perifernich regulacnich T-lymfocyti se zda byt
zprostiedkovano ptres GLP-1 receptor nachazejici se na T-lymfocytech (Hadjiyanni I. et al.,
2008). Inhibitory DPP-IV mohou navozovat sviij imunomodulaéni efekt zablokovanim DPP-
IV (CD26) molekuly na povrchu T-lymfocyti. Exprese CD26 na T-lymfocytech je zvySena
po jejich stimulaci mitogeny, antigeny, anti-CD3 protilatkami ¢i IL-2 (Biton A. et al., 2006).
Timto zptisobem aktivované CD4+ T-lymfocyty vykazuji zvySené hodnoty CD26, jakmile
vstoupi do nového déliciho cyklu (Salgado F.J. et al., 2012). Vyuziti GLP-1 analog ¢i
inhibitord jejich degradace se zda byt zajimavé také pro 1é¢bu nové vzniklého diabetu 1. typu.
Ackoliv jiz bylo publikovano né€kolik praci s pozitivnim u¢inkem pti podavani u diabetikl 1.

typu (Ellis S.L. et al., 2011; Kielgast U. et al., 2011; Kutoh E., 2011), mechanizmus tohoto
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pusobeni zlstava nejasny. Zadna z téchto studii se nezamétila na metody odhalujici moznou

regeneraci beta bunck ¢i zachyceni zmény v imunitnim profilu pacient.

Kombinovana lééba

Diivodem neuspokojivych vysledkti monoterapii v 1ébé DM1 mulze byt to, ze zadny z
lécebnych postupli neni dostatecné Gcinny k potlaceni autoimunitniho procesu a soucasné
schopny navodit proliferaci beta bunék pankreatu. Kombinace vhodnych latek by mohla
vylepsit ucinek jejich lécebného potencialu. Poznatky z experimentalnich pokust, kde
kombinovana terapie Casto piedstavuje zdkladni 1écbu, silné podporuji tuto hypotézu.
Experimentalni studie na NOD mysich kombinujici podani agonisty GLP-1 (exenatid-4)
spole¢né s anti-lymfocytarni 1écbou (Ogawa N. et al., 2004; Sherry N.A. et al., 2007) nebo
GLP-1 v kombinaci s gastrinem (Suarez-Pinzon W.L. et al., 2008) ukazaly lep$i vliv na

potlaceni diabetu v porovnani s monoterapiemi.
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Cil prace véetné stanoveni hypotéz

Vzhledem k povzbudivym vysledkim dosazenym v klinické studii provedené na naSem
pracoviSti s podavanim ATG u pacientd s Cerstvym zachytem diabetu a publikacim o
moznosti regenerace a replikace beta bun¢k pii podavani latek ze skupin inkretind jsme se
rozhodli zkombinovat postupy navozujici Utlum autoimunity a podporujici obnovu
pankreatickych beta bundk. U¢innost kombinované terapie byla porovnana s u¢inky

monoterapii.

Jako experimentalni model diabetu mellitu 1. typu jsme vybrali obecné akceptovanou formu
autoimunitniho diabetu u NOD mysi (Anderson M.S., Bluestone J.A., 2005; Driver J.P. et al.,
2011). Mysi model nam umoznil ¢asteéné odhalit mechanismy ptsobeni pouzitych latek. Na
rozdil od vétSiny ostatnich studii, které zahajovaly intervenci jesté pfed manifestaci diabetu,
byla nase studie provedena na akutn¢ diabetickych mysich. Podle naseho nazoru tato varianta
Iépe odpovida situaci, ve které se nachazeji pacienti s DM1 v dobé zachytu choroby, kdy je jiz

vétSina beta buné€k znicena €1 poskozena.

Cil prace

Zjistit, zda zkombinovanim latky s imunosupresivnim ucinkem (myS$i anti-thymocytarni
globulin (MATG), gusperimus), s latkou podporujici obnovu pankreatickych beta bunék
(sitagliptin), dojde ke zvraceni ¢i zpomaleni pribéhu diabetu. A jakym mechanismem dané

latky ptsobi.
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Na zaklad¢ nasich dosavadnich poznatkl jsme stanovili 3 hypotézy:

Hypotéza ¢. 1

Podavani imunosupresivnich latek (mATG a gusperimus) povede Kk 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 bun¢k. Zaznamename také

zmény v imunitnim systému.

Hypotéza ¢. 3

Uginek kombinované 1é¢by povede k lepsim vysledkim nez podavani vybranych latek
samostatné. V piipadé uspé$ného potlaceni autoimunity imunosupresivnimi latkami dojde

vlivem podavani sitagliptinu k podpofte proliferace beta bun¢k s obnovenim jejich masy.
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Material a metody

Abychom objasnili pusobeni jednotlivych latek a efekt jejich kombinace, uspotadali jsme
celkem 5 pokusi, které jsme nasledné doplnili o porovnani vysledkl zjisténych u
diabetickych zvifat s hodnotami stanovenymi u nediabetickych zvifat a zvifat, ktera

dosahla remise.

Maximalni dobu sledovani jsme stanovili na 28 dni. V ramci jedné skupiny byly diabetické
mysi dale rozd€leny do ¢tyf podskupin s odlisnou dobou ukonceni pokusu, a to v den 0, 7,
14 a 28. Zvirata byla do podskupin rozdélovana podle piedem stanoveného
randomizaéniho kli¢e. V téchto ¢asovych usecich jsme provadéli stanoveni subpopulaci T-
lymfocyti pratokovou cytometrii, imunohistochemické vySetieni fezli pankreatem,
stanoveni koncentraci DPP-IV a TGFp z krve, profil genové exprese splenocytti a v den 24
byl proveden intraperitonealni gluk6zovy toleran¢ni test. Glykémie byly méfeny v prubéhu

celé doby pokusu 2x tydné.

Mysi a méfeni glykémie

Viechny experimenty byly provadény na mysich samicich kmene NOD/ShiLt] (H29")
dodavanych od Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). U téchto zvifat se vyviji
autoimunitni diabetes v 90-100 % do véku 30 tydnua v zavislosti na chovnych podminkéch
(daj z katalogu dodavatele). Mysi byly chovany ve specialnich ventilovanych chovnych
boxech vybavenych filtraci vzduchu, dostavaly autoklavovanou vodu a autoklavované
standardni peletové krmivo dle libosti. Hladiny krevniho cukru byly méfeny z Zily na konci
ocasu a byly sledovany 2x tydné po celou dobu pokusu za pomoci glukometru Accu-

Check Performa Nano (Roche, Basel, Svycarsko). Kritériem diagnézy diabetu a tedy
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zatazeni zvifete do experimentalni nebo kontrolni skupiny byl opakovany zachyt nahodné

glykémie vyssi nez 13 mmol/l ve dvou po sobé nasledujicich metenich.

Vsechna zvitata byla pravidelné sledovéana z hlediska manifestace diabetu az do veku 30
tydn. V momenté diagnézy diabetu byla zvifata rozdélena do jedné z péti
experimentalnich skupin a v pribéhu jednoho tydne od manifestace onemocnéni byl
zahajen pokus (den 0). VEk mysi zafazenych do studie se pohyboval mezi 12 - 30 tydny. V
prubéhu celé doby pokusu nebyl zvifatim podavan exogenni inzulin. Veskeré pokusy byly
schvéleny Etickou komisi IKEM a TN a také Komisi pro ochranu zvifat proti tyrani.

Zvitata byla usmrcena vykrvenim v celkové anestezii prostfednictvim srdeéni punkce.

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 spole¢nosti 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-1V (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 lé¢ena gusperimem (n = 28): gusperimus (deoxyspergualin, Nippon Kayaku
Co. LTD, Japonsko) byl podavan v davce 2,5 mg/kg intraperitonealné, 5 dni v tydnu po
celou dobu studie. Gusperimus byl zahrnut do naseho pokusu z dtvodu neocekavaného

ukonceni vyroby mATG.
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5. Skupina s kombinovanou lécbou (n = 28): mysi dostavaly soucasné sitagliptin a

gusperimus stejnym zpasobem jak uvedeno vyse.

6. Nediabetickd kontrolni skupina (n = 5): mysi, u kterych nedoslo k rozvoji diabetu do

26. tydne veku, bez specifické terapie.

7. Skupina mySsi, které dosahly remise (n = 5): mysi, u nichz nela¢né glykémie na konci

pokusu byly niz§i nez 13 mmol/I.

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
ptes 60 um sitko. Ziskané buiiky byly oznaceny a vySetfeny pomoci pritokové cytometrie.
K obarveni bunék jsme pouzili fluorescencni protilatky proti povrchovym antigentim 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 tustavu AV CR, Praha, Ceska republika). Nasledn& byly buiiky
nafixovany a permeabilizovany (FoxP3 Staining Buffer Set, eBioscience). Nitrobunéény
antigen FoxP3 byl detekovan pomoci protilatky znacené phycoerythrinem (eBioscience). U
kontrolnich vzorki byla pouzita odpovidajici isotypova kontrola znacena phycoerythrinem
(eBioscience). Oznacen¢ buiiky byly vyhodnoceny pomoci pritokového cytometru LSR 11
FACSDiva softwarem (BD, San Jose, USA). Ve vzorcich byly stanoveny nésledujici
subpopulace T-lymfocytt: podil CD8+ a CD4+ T-lymfocytd a populace CD4+ CD25+

FoxP3+ regula¢nich T-lymfocyti mezi CD4+ lymfocyty (Tregs) (Obr. 2).
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Obr. 2: Ukézka tzv. gatovani jednotlivych subpopulaci stanovenych prutokovou cytometrii.

Imunofluorescen¢éni barveni bunék ostruvku

Ptiblizn¢ polovina z kazdého pankreatu byla fixovana ve 4 % formaldehydu a zalita do
parafinu. Imunofluorescencni barveni bylo provedeno na 5 pum 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 pti pokojové
teploté. K blokovani nespecifickych vazebnych mist bylo pouzito 5 % osli sérum, které
bylo aplikovano na fezy po dobu 30 min. pfi pokojové teploté (Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, USA). Specifické protilatky proti c-peptidu, glukagonu a
Ki67 pak byly na fezech ponechany pies noc pii 4° C (krali¢i protilatky proti c-peptidu a
glukagonu; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, potkani protilatka proti Ki67;
Dako, Glostrup, Dansko). Sekundarni protilatka proti potkanimu IgG byla spojena s
AlexaFluor 555 a protilatky proti krali¢im 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
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glycerolu. Nasledné byly vyhodnoceny na fluorescencnim mikroskopu znacky Olympus

BX41 vybaveném digitani kamerou Olympus DP71 (Olympus, Japonsko).

Morfologie ostrivki

U kazdého zvifete byly vySetfeny vSechny ostrivky na ndhodné vybraném fezu
pankreatem. Vyskyt beta a alfa bunék byl hodnocen nasledovné: 0) zddné endokrinni
burika v misté ptuvodniho ostriivku, 1) jedna pozitivni bunika az pozitivita v 10 % plochy
puvodniho ostruvku, 2) pozitivita v 10-50 % plochy ostruvku, 3) pozitivita v 50-100%
plochy ostrivku. Mira infiltrace imunitnimi butikami uvnitt a vné ostrivku byla hodnocena
dle Zhanga (Zhang J. et al., 2007) na fezech obarvenych DAPI: 0) zadna patrna imunitni
bunka, 1) infiltrovano 1-10% plochy, 2) 10-25% plochy, 3) 25-50% plochy a 4) vice nez
50% plochy pivodniho ostrivku infiltrovano imunitnimi buiikami (Obr. 3). Procenta byla
stanovena odhadem zkuSeného biologa, ktery hodnotil zaslepené histologické vzorky.
Nasledné bylo stanoveno skére jako soucet bodi vSech ostrivkd na fezu, dle vySe

uvedenych skal, vydé€leny jejich poctem.

(A) (B)
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Obr. 3: Imunofluorescenéni barveni ostravka s ukédzkou infiltrace ostruvkll imunitnimi butikami.
A) 4. stupen infiltrace ostrivku s nalezem imunitnich bunék okolo ostriivku i mezi beta buikami u
nediabetické mysi (zelené barveni na C-peptid, modie zbarvena jadra pomoci DAPI). B) Ostruvek
s pritomnou expanzi alfa bun€k a velmi nizkou infiltraci imunitnimi bunikami — stupeni ¢. 1 u

diabetické mysi (zelené barveni na glukagon, modfe zbarvena jadra pomoci DAPI).

Stanoveni koncentrace DPP-IV v plazmé

Krevni vzorky byly ziskdny punkci srdce v den ukonceni pokusu. 50 ul 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 proteazova esej DPP-IV-Glo™ (Madison, W1, 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 alespon 30 min. pfi pokojové teploté bylo centrifugaci oddéleno sérum. Ve 30
ul séra byl TGFB stanoven metodou ELISA (BioVendor, Brno, Ceska republika) dle

pokynt 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). Veskera RNA byla extrahovana za pomoci RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Némecko) dle navodu vyrobce. K izolaci byl pouzit piistroj QIlAcube (Qiagen,

Hilden, Némecko). RNA byla vyluhovana do 14 pl Cisté vody a Cistota a koncentrace RNA
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byla stanovena pomoci ultrafialového-viditelného spektrofotometru (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). RNA o celkovém mnozstvi 2-4 ug byla uzita k
syntéze cDNA za pomoci SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Profil genové exprese 11 zvolenych gent (Bax, Bcl2, Fasl, I11b, 116, 1110, Ifng,
Tnf, Nfkb1, Nfkb2, Ikbkb) byl stanoven pomoci kvantitativni real-time RT-PCR (224 za
pouziti ribozomalni RNA (18S rRNA) jako vnitini kontroly, ktera byla vybrana ze 4
testovanych provoznich (housekeeping) gent (Actb, Hprt, Gapdh, 18S) uZitim NormFinder
softwaru. Ke kalibraci pro relativni kvantifikaci byla pouzita cDNA kontrolniho vzorku.
Kvantifikace mMRNA byla provedena v triplikatech prostiednictvim na zakazku vyrobené
TagMan® Low Density Array (TLDA) (Applied Biosystems) a rychlého protokolu
(TagMan® Fast Advanced Master Mix, Applied Biosystems). Amplifikace RT-gPCR byla
provedena na pfistroji 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).

Tato sada gent byla vybrana pro jejich zapojeni v procesech ovlivitujicich aktivaci, funkci

a zanik T-lymfocytu.
Popis funkce vybranych genti dle National Center for Biotechnology Information.
V zavorce je uvedeny uplny nazev dle HUGO Gene Nomenclature Committee.

Bax (BCL2-associated X protein) Bilkovina kodovana timto genem spada do skupiny
BCL2 bilkovin. Clenové skupiny BCL2 tvoii hetero- & homodimery slouzici jako
regulatory apoptozy, které¢ pusobi v Sirokém rozsahu bunécnych aktivit. Tato bilkovina
vytvaii spolu s BCL2 heterodimer a puisobi jako aktivator apoptozy. Uvadi se, Ze pisobi na
mitochondrialni napétové zavisly aniontovy kanal (VDAC) a zvySuje miru jeho otevieni,

coz vede ke ztrat¢ v membranovém potencialu a uvolnéni cytochromu c. Exprese tohoto
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genu je regulovana nddorovym supresorem p53 a bylo prokazano, ze se podili na apoptdze
zprostifedkované p53. U tohoto genu je publikovano vice variant alternativniho sestfihu
transkriptti, které koduji rtzné izoformy. [provided by RefSeq, Jul 2008]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/581

Bcl2 (B-cell CLL/lymphoma 2) Tento gen kdduje integralni protein zevni mitochondrialni
membrany, ktery zabranuje u nékterych bunék, jako jsou lymfocyty, smrti apoptdzou.
Konstitutivni exprese BCL2, jako je tomu v piipad¢ translokace BCL2 do lokusu té€Zkého
imunoglobulinového fetézce, je dle predpokladi pricinou folikularniho lymfomu. Dvé
varianty transkript, vytvofené alternativnim sestfihem, se li§i v jejich C-terminélnich

koncich. [provided by RefSeq, Jul 2008] http://www.nchi.nIm.nih.gov/gene/596

Fasl (Fas ligand) Protein kodovany timto genem je ligandem pro FAS. Oba jsou to
transmembranové proteiny. Interakce FAS s timto ligandem je rozhodujici pro spousténi
apoptdzy nékterych typt bunék jako jsou lymfocyty. Zavady v tomto genu mohou byt v
souvislosti s nekterymi piipady systémového lupus erythematodes (SLE). [provided by

RefSeq, Jul 2008] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/356

I11b (interleukin 1, beta) Protein kédovany timto genem je ¢lenem skupiny cytokint
interleukinu 1. Tento cytokin je produkovan aktivovanymi makrofagy jako preprotein,
ktery je proteolyticky zpracovan na aktivni formu pomoci kaspazy 1 (CASP1/ICE). Tento
cytokin je dulezitym mediatorem zanétlivé odpovédi a je zapojen do raznych bunéénych
aktivit, vcetné¢ bunécné proliferace, diferenciace a apoptozy. Indukce cyklooxygenazy-2
(PTGS2/COX2) timto cytokinem v centralnim nervovém systému (CNS) piispiva dle
zjisténi k piecitlivélosti na bolest pii zanétu. Tento gen a osm dalSich gend ze skupiny
interleukinu 1 tvoii shluk cytokinovych genti na chromozomu 2. [provided by RefSeq, Jul

2008] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3553
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116 (interleukin 6) Tento gen kdduje cytokin, ktery pusobi pii zanétu a zrani B-bunék.
Kromé toho bylo u kddované bilkoviny prokazano, ze je endogennim pyrogenem
schopnym vyvolat horecku u lidi s autoimunitnim onemocnénim nebo infekci. Bilkovina se
vyrabi pfedev§im v mistech akutniho a chronického zanétu, kde je vylu¢ovana do séra a
indukuje transkrip¢ni zanétlivou reakci prostfednictvim receptoru pro interleukin 6 alfa.
Fungovani tohoto genu se podili na Siroké Skale se zanétem spojenych chorobnych stavi,
véetné predispozice k vzniku a rozvoji DM1 a systémove juvenilni revmatoidni artritidy.

[provided by RefSeq, Jun 2011] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3569

1110 (interleukin 10) Protein kddovany timto genem je cytokin produkovany hlavné
monocyty a v mensi mife lymfocyty. Tento cytokin ma pleiotropni u¢inky v imunoregulaci
a zanétu. Snizuje expresi cytokint Thl, antigent Il. tfidy MHC a kostimula¢nich molekul
na makroféazich. Zlepsuje také piezivani B lymfocytd, proliferaci a produkci protilatek.
Tento cytokin muze blokovat aktivitu NF-kappa B a je zapojen do regulace JAK-STAT
signalni drahy. Knockoutové studie u mysi naznacuji funkci tohoto cytokinu jakozto
zakladniho imunoregulatoru ve stfevnim traktu. Mutace v tomto genu jsou spojeny se
zvySenou citlivosti na HIV-1 infekci a revmatoidni artritidu. [provided by RefSeq, May

2011] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3586

Ifng (interferon, gamma) Tento gen koduje ¢lena typu Il interferonové skupiny.
Kodovanym proteinem je rozpustny cytokin s antivirovymi, imunoregulacnimi a
protinddorovymi vlastnostmi a je to mohutny aktivator makrofagi. Mutace v tomto genu
jsou spojeny s aplastickou anémii. [provided by RefSeq, Nov 2009]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3458

Tnf (tumor necrosis factor) Tento gen koduje multifunkéni prozanétlivy cytokin, ktery

patii do velké skupiny nador nekrotizujiciho faktoru (TNF). Tento cytokin je vylu¢ovan
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pfevazné makrofagy. Muze se vazat a tudiz puasobit prostiednictvim svych receptort
TNFRSF1A/TNFR1 a TNFRSF1B/TNFBR. Tento cytokin je zapojen do regulace Sirokého
spektra biologickych procest, véetné bunééné proliferace, diferenciace, apoptozy,
metabolismu lipidu a koagulace. Tento cytokin je zapojen do fady onemocnéni, véetné
autoimunitnich onemocnéni, rezistence na inzulin a rakoviny. Knockoutové studie na
mysSich také navrhly neuroprotektivni funkci tohoto cytokinu. [provided by RefSeq, Jul

2008] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124

Nfkbl (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1) Tento gen
koéduje 105 kDa protein, ktery mize podstoupit kotranslaéni zpracovani 26S proteazomem
s vytvofenim 50 kD proteinu. 105 kD protein je transkripéni inhibitor specificky pro Rel
protein a 50 kD protein je podjednotka vazajici DNA proteinového komplexu NF-kappa-B
(NFkB). NFKkB je regulator transkripce, ktery je aktivovan riznymi intra-a extracelularnimi
podnéty, jako jsou cytokiny, volné kyslikové radikaly, ultrafialové zéafeni a bakterialni
nebo virové produkty. Aktivovany NFKB se piemistuje do jadra a stimuluje expresi genti
podilejicich se na Siroké Skale biologickych funkci. Nevhodna aktivace NFkB je spojovéana
s fadou zanétlivych onemocnéni, zatimco trvald inhibice NFkB vede k nepatficnému
imunitnimu  vyvoji imunitnich bunék nebo k opozdénému bunétnému rustu. Dvé
transkripéni varianty kodujici odlisné izoformy byly nalezeny pro tento gen. [provided by

RefSeq, Sep 2009] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4790

Nfkb2 (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100)
Tento gen koéduje podjednotku komplexu transkripéniho faktoru nukledrniho faktoru-
kappa-B (NFkB). NFkB komplex je exprimovan v mnoha typech bunék a funguje jako
centralni aktivator genu podilejicich se na zanétu a imunitnich funkcich. Protein kodovany
timto genem muze fungovat jako transkripcni aktivator nebo represor v zavislosti na jeho
dimerizacnim partnerovi. Protein o celkové délce p100 je kotranslaéné zpracovavan na p52
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aktivni formu. U lymfomt z B bunék byly pozorovany chromozomalni ptestavby a
translokace tohoto lokusu, z nichz n¢které mohou vést ke vzniku fhznich proteini. K
dispozici je pseudogen k tomuto genu na chromozomu 18. Alternativni sestfih vede k
nékolika  transkriptnim  variantam.  [provided by RefSeq, Dec  2013]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4791

Ikbkb (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta) Protein
kddovany timto genem fosforyluje inhibitor v inhibitor/NF-kappa-B komplexu, coz
zpusobuje uvolnéni inhibitoru a aktivaci NF-kappa-B. Kodovany protein sam o sobé se
nachazi v komplexu proteint. Né&kolik transkripénich variant, nékteré protein kodujici a
jiné ne, byly nalezeny pro tento gen. [provided by RefSeq, Sep 2011]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3551

Popis dle NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

Intraperitonealni glukézovy tolerancni test (IPGTT)

Byl naplanovdn na 24. den pokusu. Po no¢nim laénéni byla formou intraperitonealni
injekce zvifeti podana glukéza (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-Check Performa Nano (Roche, Basel, Svycarsko). Z
tdchto hodnot byl pak vypocitan koeficient asimilace glukdzy dle vzorce x = (In“2-In®2/(t*-

t?). C — glykémie, t — Gas.

Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsou uvedeny jako medidn (min — max). Ke statistickému vyhodnoceni jsme

vyuzili pocitatovy software GraphPad Prism 6 po ptedchozi konzultaci s nezavislym
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statistikem. Neparametrické testy, jako je Kruskal-Wallistv test, Mann-Whitney test nebo
Studenttv t-test, byly pouzity ke stanoveni rozdilu mezi skupinami. Chi kvadrat test byl
pouzit ke zjiSténi rozdili ve stupnich infiltrace. Hodnoty P < 0,05 jsme povazovali za

statisticky vyznamné.
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Experiment 1

Uvod a metody

K ovéfeni hypotézy ¢islo 1 (Podavani imunosupresivnich latek (mATG a gusperimus)
povede K zastaveni ¢i ovlivnéni autoimunitniho procesu. Dojde K patrnym zménam
vV imunitnim systému s ochranou beta bunék pankreatu a ptipadné remisi jiz rozvinutého
diabetu.) jsme sledovali glykémie, populace lymfocytd stanovené pritokovou cytometrii
z pankreatickych lymfatickych uzlin a sleziny, provedli imunohistochemické vysetteni
fezti pankreatem, stanovili koncentraci TGFP v séru a provedli IPGTT u zvifat, kterym

bylo podavano mATG ¢i gusperimus, a porovnali je s diabetickou kontrolni skupinou.

Vysledky
Hodnoty glykémii a vyskyt remise diabetu

U skupiny zvifat 1é¢ené mATG bylo dosazeno remise (hodnota krevniho cukru v den
ukonceni pokusu niz$i nez 13 mmol/l) u 3 zvifat z28. V gusperimové skuping a
hodnoty glykémii v prubéhu pokusu s nadéji na rozvoj remise jsme naméfili u mysi, jejichz

glykémie v den zahajeni pokusu nepiesahly 16 mmol/l (Obr. 4).
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Obr. 4: Hodnoty glykémii zaznamenané v prubéhu pokusu u jednotlivych mys$i. Spodni
preruSovana linie oznacuje hodnotu stanovenou pro zatazeni mysi do pokusu a soucasné¢ hodnotu
vymezujici vyskyt remise. Horni pierusovana linie ozna¢uje hodnoty vyssi neZ je detekéni limit
glukometru. V diabetické kontrolni skupiné (A) a skupiné 1é¢ené gusperimem (C) se remise

vyskytla v jednom pfipadu. Ve skuping lé¢ené mATG (B) ve tfech ptipadech.

Populace regula¢nich T-lymfocytd

Po podani mATG se ve splenocytech zvysil podil Tregs na celkovém mnozstvi CD4+ T-
lymfocyti z 8,8 (6,2 — 10) % v den 0 na 14,9 (12,3 — 23,4) % v den 7; P <0,01. Tento
narist zaznamenany 7. den pokusu byl signifikantni také v porovnani s diabetickou
kontrolni skupinou, kdy populace Tregs v této skupiné ¢inila 8,5 (7,2 - 11,9) %; P <0,01. |
pies to, ze po skonéeni podavani mATG populace Tregs pozvolna klesala, byla tato
populace nadale zvysena i v den ukonceni pokusu 12,4 (9,2 — 19,5) %; P < 0,05, nicmén¢é
jiz bez rozdilu oproti diabetické kontrolni skupiné. Ve skupiné 1é¢ené gusperimem vzrostla
populace Tregs z 8,8 (6,2 — 16,4) % v den 0 na 12,6 (10,6 — 16,0) % v den 28; P < 0,01. V
diabetické kontrolni skupiné také doSlo k nartistu Tregs v pritbéhu pokusu, ale tento

vzestup nebyl statisticky vyznamny (Obr. 5).
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Tregs ve splenocytech v diabetické kontrolni sk. Tregs ve splenocytech po podani mATG
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Obr. 5: Hodnoty populace Tregs ve splenocytech u diabetické kontrolni skupiny (A) se i pfes mirny
nartst na konci pokusu nijak statisticky neliSily. Po podani mATG (B) doslo k vyraznému nartstu
populace Tregs z 8,8 (6,2 — 10) % v den 0 na 14,9 (12,3 — 23,4) % v den 7; P <0,01. V den 28
¢inila populace Tregs 12,4 (9,2 — 19,5) % a byla stale signifikantné vyssi oproti vstupnim
hodnotam; P < 0,05. Ve skuping 1é¢ené gusperimem (C) doslo k nardstu populace Tregs z 8,8 (6,2
—16,4) % v den 0 na 12,6 (10,6 — 16,0) % v den 28; P < 0,01.*znazorfuje P < 0,05,**znazoriuji P

< 0,01,***znazornuji P < 0,001.

V bunkach pankreatickych lymfatickych uzlin byl opét zaznamenan vyrazny vzestup
populace Tregs 7. den po podani mATG, z 8,5 (5,7 — 10,5) % v den 0 na 20,7 (15,8 — 26,3)
%; P <0,001, nasledovany poklesem. Stejn¢ jako ve splenocytech si i v lymfatickych
uzlinach udrzela populace Tregs vyssi hodnoty do konce pokusu v porovnani se dnem O,
kdy na konci pokusu ¢inila populace Tregs 11,9 (8,4 — 20,0) %; P <0,05. Vzhledem k

vzestupu populace Tregs i u diabetické kontrolni skupiny byl statisticky vyznamny rozdil
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mezi témito dvéma skupinami pouze v den 7 (9,7 (8,8 — 10,8) % v diabetické kontrolni
skuping, 20,7 (15,8 — 26,3) % ve skupiné 1ééené MATG; P <0,01). Pocet Tregs
v pankreatickych lymfatickych uzlinach dosahl u diabetické kontrolni skupiny na konci
pokusu hodnoty 12,1 (6,3 — 16,7) % oproti 7,0 (5,7 — 10,2) % vden 0; P < 0,01.
K obdobnému vzestupu doslo také ve skupiné 1é¢ené gusperimem z 8,2 (5,7 — 11,7) %
v den 0 na 14,1 (8,6 — 21,2) % v den 28; P < 0,01 (Obr. 6). V den ukonéeni pokusu nebyl

v populaci Tregs patrny rozdil mezi skupinami.
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Obr. 6: Populace Tregs v PLU stoupla v diabetické kontrolni skupiné (A) ze 7,0 (5,7 — 10,2) %
vden Ona 11,8 (8,9 -12,7) % vden 14; P<0,05 a na 12,1 (6,3 - 16,7) % v den 28; P < 0,01. Po
podani mATG (B) doslo k vyraznému nartstu populace Tregs z 8,5 (5,7 — 10,5) % v den 0 na 20,7
(15,8 — 26,3) % v den 7; P <0,001. V den ukonéeni pokusu pak ¢inila populace Tregs 11,9 (8,4 —
20,0) %; P < 0,05. U skupiny lé¢ené gusperimem (C) doslo také k narastu Tregs z 8,2 (5,7 — 11,7)
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% v denOnal4,1(8,6—21,2) % vden28;P< 0,01.*znézorﬁuje P< 0,05,**znézorﬁuji P <0,01,**

*znazoriuji P < 0,001.

Populace CD4+ T-lymfocyta

Ve splenocytech jsme zaznamenali na konci pokusu zménu v populaci CD4+ T-lymfocytl
diabetické kontrolni skupiné oproti dnu 14, kdy v zavéru pokusu doslo k poklesu na
hodnotu 70,5 (55,9 — 74,5) % po jejim ptedchozim nartstu 77,3 (73,4 — 80,8) %; P < 0,01
Na pocatku pokusu ¢inila populace CD4+ T-lymfocytu v diabetické kontrolni skupiné 73,1

(65,3 79,7) % (Obr. 7).
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Obr. 7: Podil CD4+ T-lymfocytl ve splenocytech u diabetické kontrolni skupiny klesl na konci
pokusu na 70,5 (55,9 — 74,5) % a tim se li$il od hodnoty zjisténé 14. den, kdy tento podil ¢inil 77,3

(73,4 — 80,8) %; P < 0,01.*znézortiuje P < 0,05,**znazoriiuji P < 0,01, ***znazoriuji P < 0,001.

V den ukonceni pokusu se pak liSila diabetickd kontrolni skupina od skupiny léCené
mATG, nebot’ v diabetické kontrolni skupiné doslo k poklesu na 70,5 (55,9 — 74,5) %,
zatimco ve skupiné 1é¢ené mATG doslo K naristu CD4+ T-lymfocytt na 77,1 (67,9 — 82)

%; P < 0,01 (Obr. 8).

33



Splenocyty

o
=)
1

=
E sk =x Diabeticka kontrolni
~§ aid ! _;_ N mATG
= \\\\\
: A\
j'[: 604
=]
@)
X 50 T T r T

0 28 0 28

Den

Obr. 8: Podil CD4+ T-lymfocyti ve splenocytech ¢inil na konci pokusu v diabetické kontrolni
skuping 70,5 (55,9 — 74,5) % a tim se 1isil od skupiny 1é¢ené mATG, ve které doslo k naristu jejich
poétu na 77,1 (67,9 — 82) %; P < 0,01.*znazorfuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,*** znazortiuji P

<0,001.

V pankreatickych lymfatickych uzlinach doslo opét v diabetické kontrolni skupiné
k poklesu podilu CD4+ T-lymfocytu z puvodni hodnoty 69,4 (64,0 - 73,8) % na 63,3 (51,3
- 73,6) % v den ukonceni pokusu; P < 0,05. A také vuci dnu 14, kdy byl zaznamenan
obdobny nartst jako ve splenocytech nasledovany jejich poklesem. Ve skupiné 1é¢ené
mATG naopak doslo od zac¢atku do konce pokusu k nartstu podilu CD4+ T-lymfocytl z

67,6 (62,5 - 73,8) % na 79,8 (74,2 - 84,6) %; P < 0,01 (Obr. 9).
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Obr. 9: Podil CD4+ T-lymfocytt se v PLU u diabetické kontrolni skupiny (A) snizil na konci
pokusu na hodnotu 63,3 (51,3 - 73,6) % a tim se li8il od vstupni hodnoty, ktera ¢inila 69,4 (64,0 -
73,8) %; P < 0,05 a od hodnoty zaznamenané v den 14, kdy ¢inila 72,0 (65,2 - 74,2) %; P < 0,05.
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Ve skuping 1é¢ené mATG (B) doslo po zahajeni 1é¢by k nartstu podilu CD4+ T-lymfocytl z
pocate¢ni hodnoty 67,6 (62,5 - 73,8) % na 79,8 (74,2 - 84,6) % v den ukonceni experimentu; P <

0,01. *znézortiuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,***znazortuji P < 0,001.

V den ukonceni pokusu se pak tyto dvé skupiny vyznamné lisily. Zatimco v diabetické
kontrolni skupiné doslo k poklesu podilu CD4+ T-lymfocytd v PLU, ve skupiné 1é¢ené

MATG doslo naopak k vyraznému narustu (Obr. 10).

Pankreatické lymfatické uzliny

E 90_ ek
z I 1 .. Diabeticka kontrolni
é 30 N mATG
2
O e .
& ANNNNN
8 60-
N
% s
= =
®,
e\c 40 T T 1 1

0 28 0 28

Den

Obr. 10: Pti porovnani podilu CD4+ T-lymfocyti v PLU byl na konci pokusu vyrazny rozdil mezi
diabetickou kontrolni skupinou, ve které doslo k poklesu na hodnotu 63,3 (51,3 - 73,6) %, a
skupinou lé¢enou MATG, kde doglo naopak k nartistu na hodnotu 79,8 (74,2 - 84,6) %; P < 0,001.*

sksksk
1,

znazorije P < 0,05,**znazorfuji P < 0,0 znazoriuji P < 0,001.

Ve skupiné 1é¢ené gusperimem nedoslo k Zadnym vyznamnym zménam v populaci CD4+

T-lymfocytd ani v ramci skupiny, ani pii porovnani s diabetickou kontrolni skupinou.

Populace CD8+ T-lymfocyti

Ve splenocytech doslo po podani mATG k vyraznému poklesu CD8+ T-lymfocyta
z puvodnich 16,7 (10,9 - 21,9) % na 4,9 (1,8 - 8,5) % v den 7; P < 0,001 a pokles pietrval i

v den ukonceni pokusu, kdy populace cytotoxickych lymfocytu ¢inila 7,4 (6,2 - 13,8) %; P
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< 0,05. V diabetické kontrolni skupin¢ k vyznamnym zménam v populaci CD8+ T-

lymfocyt nedoslo (Obr. 11).
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Obr. 11: Podil CD8+ T-lymfocytl ve splenocytech se v diabetické kontrolni skupiné (A) v pribéhu
pokusu vyrazné&ji neménil. Ve skupiné 1é¢ené mATG (B) doslo po jeho podani k vyraznému
poklesu v jejich podilu z ptivodni hodnoty 16,7 (10,9 - 21,9) % na 4,9 (1,8 - 8,5) % vden 7; P <
0,001. Tento pokles pietrval az do konce experimentu, kdy podilCD8+ T-lymfocyt ¢inil 7,4 (6,2 -
13,8) %; P < 0,05 *znazorfiuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.(B)

Sedmy den pokusu se pak skupina léena mATG signifikantné liSila od diabetické
kontrolni skupiny (4,9 (1,8 - 8,5) % vs 14,0 (9,7 - 17,4) %; P < 0,01). V den ukonceni
pokusu byl pak tento rozdil jesté vyrazné&jsi (7,4 (6,2 - 13,8) % vs 15,5 (11,8 - 20,8) %; P <

0,001 (Obr. 12).
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Obr. 12: Podil CD8+ T-lymfocyti ve splenocytech po podani mATG vyrazné poklesl. Na konci
pokusu jejich hodnota ¢inila 7,4 (6,2 - 13,8) %, ¢imz se vyrazné odliSovala od hodnoty v diabetické
kontrolni skuping, ktera ¢inila 15,5 (11,8 - 20,8) %; P < 0,001. *znazorfiuje P < 0,05,* * znazoriuji

P< 0,01,***znézorﬁuji P <0,001.

V pankreatickych lymfatickych uzlinach byly zmény jesté patrnéjsi. V diabetické kontrolni
skupin¢ doslo k narustu cytotoxickych T-lymfocyti na konci pokusu na 33,5 (23,6 - 45,3)
% z pavodnich 27,3 (24,2 - 29,8) %; P < 0,05. Tento narist byl signifikantni i oproti 14.
dni, kdy hodnota cytotoxickych T-lymfocytt ¢inila 26,3 (23,5 - 32,3) %; P < 0,05. Ve
skupiné 1é¢ené mATG naopak doslo k razantnimu poklesu cytotoxickych T-lymfocytd
z pavodnich 29,7 (24,2 - 34,1) % na 10,9 (6,0 - 12,6) %; P < 0,001 sedmy den pokusu a i
pfes mirny nartist byl tento pokles stale signifikantni 1 ¢trnacty den, kdy jejich hodnota
¢inila 14,3 (11,6 - 19,8) %; P < 0,05 a 28. den, kdy jejich hodnota ¢inila 16,5 (12,7 - 20,8)
%; P < 0,05 (Obr. 13). Vzajemn¢ se tyto dvé skupiny liSily v priabéhu celé doby pokusu,

sedmy den ¢inilo P < 0,01, ¢trnacty den < 0,01 a na konci pokusu < 0,001.
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Obr. 13: Podil CD8+ T-lymfocytt v PLU se v diabetické kontrolni skupiné (A) na konci pokusu
zvysil na hodnotu 33,5 (23,6 - 45,3) % z hodnoty 27,3 (24,2 - 29,8) % v den 0; P < 0,05 a 26,3
(23,5 - 32,3) % vden 14; P < 0,05. Po podani mATG (B) doslo k vyraznému poklesu CD8+ T-
lymfocyti z ptivodni hodnoty 29,7 (24,2 - 34,1) % na hodnotu 10,9 (6,0 - 12,6) % vden 7; P <
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0,001, 14,3 (11,6 - 19,8) % v den 14; P < 0,05 a 16,5 (12,7 - 20,8) % v den ukonfeni experimentu;

P < 0,05. *znazortiuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,***znazorfuji P < 0,001.

Ve skupiné 1é¢ené gusperimem nedoslo k zadnym vyznamnym zménam v populaci CD8+

T-lymfocyti ani v ramci skupiny, ani pii porovnani s diabetickou kontrolni skupinou.

Morfologie ostrivki

Skore beta bunék

V dob¢ manifestace diabetu byla jiz vétSina beta bunck znicena. V prubéhu celé¢ doby
pokusu ztstalo mnozstvi beta bun€k na velmi nizké az témét nulové hodnoté. Jedinou
vyjimku pfedstavovala skupina 1é¢ena mATG, kde mnozstvi beta bunék v pribéhu Casu
lehce vzrostlo a na konci pokusu dosahlo hodnoty lehce prevySujici ostatni diabetické
skupiny, i kdyZ nesignifikantné (0,05 ve skupiné s mATG vs. 0,00 v ostatnich diabetickych
skupinéch; bez signifikance).

Skore alfa bunék

Mnozstvi alfa bun€k nevykazovalo vyrazné zmény pii vzajemném porovnani sledovanych

skupin.

Infiltrace ostruvku imunitnimi bunikami

Skore infiltrace

Skoére infiltrace imunitnimi buiikami se v jednotlivych skupinich ani mezi skupinami

navzajem vyznamné nelisilo.

Stupei infiltrace
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Pii posouzeni stupni infiltrace doslo v pribéhu pokusu ke zménam v diabetické kontrolni
skuping; P < 0,05 a ve skupiné 1é¢ené¢ mATG; P < 0,01. Vzijemné se vSak tyto dvé
skupiny nelisSily. V obou skupinach doslo na konci pokusu k posunu do nizsich stupna
infiltrace ostrivkil oproti vstupnim hodnotam. Ve skupiné 1é¢ené mATG navic doslo 7.

Y vwvr

infiltrace. Ve skupin¢ lé¢ené gusperimem k zadny vyznamnym zménam nedoslo (Obr. 14).

Stupen infiltrace v diabetické kontrolni skupine Stupen infiltrace ve skupine s mATG
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Obr. 14: Stupné infiltrace Langerhansovych ostrivkt imunitnimi bunikami. Jednotlivé sloupce

predstavuji procentudlni zastoupeni v jednotlivych stupnich infiltrace. Stupen 1 predstavuje

224

skuping (A) a ve skuping 1é¢ené mATG (B) doslo k posunu na konci pokusu do nizsich stupiii

infiltrace. Ve skupin€ l1écené gusperimem (C) nedoslo k zddnym vyznamnym zménam.

Koncentrace TGFp v séru
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Ve skupiné lé¢ené mATG doslo 7. den po jeho podani k signifikantnimu vzestupu
koncentrace TGFp v séru na hodnotu 95711,6 (77748,9 — 141247,6) pg/ml z pivodnich
54526,8 (33252,4 — 80150,4) pg/ml; P < 0,05. Zvysena hodnota TGFp ptetrvavala i v den
ukon¢eni pokusu (Obr. 15). V diabetické kontrolni skupiné¢ ani ve skupiné 1écené

gusperimem k zadnym zménam v hodnotach TGFp nedoslo.

Koncentrace TGFB po podani mATG
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Obr. 15: Koncentrace TGF v séru stoupla po podani mATG na 95711,6 (77748,9 — 141247,6)
pg/ml z puvodnich 54526,8 (33252,4 — 80150,4) pg/ml; P < 0,05.* znazoriiuje P < 0,05,* *

znazoriuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.
IPGTT

Ve vsech vySetfenych skupinach byly hodnoty IPGTT mimo normalni rozmezi bez
signifikantniho rozdilu mezi skupinami. Ve skupiné¢ s mATG byl koeficient asimilace
glukézy 0,0067 (0,0000 - 0,0511) mmol/l/min, v diabetické kontrolni skupin& 0,0076
(0,0000 - 0,0261) mmol/l/min a v gusperimové skupiné ¢inil 0,0054 (0,0000 - 0,0336)

mmol/l/min).
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Experiment 2

Uvod a metody

K ovéfeni hypotézy ¢islo 2 (Podavani inhibitoru dipeptidyl peptidazy IV (sitagliptinu)
povede k morfologickym zméndm endokrinniho pankreatu S moznou regeneraci Ci
proliferaci beta bunék. Zaznamename také zmény v imunitnim systému.) jsme sledovali
glykémie, populace lymfocyti stanovené pritokovou cytometrii z pankreatickych
lymfatickych uzlin a sleziny, provedli imunohistochemické vySetieni fezti pankreatem,
stanovili koncentrace TGFB, DPP-IV v krvi a provedli IPGTT u zvifat, kterym byl

podavan sitagliptin, a porovnali vysledky s diabetickou kontrolni skupinou.

Vysledky
Hodnoty glykémii a vyskyt remise diabetu

Ve skupiné lécené sitagliptinem doSlo k jedinému vyskytu remise diabetu stejné jako

v diabetické kontrolni skupiné (Obr. 16).

Diabeticka kontrolni skupina Sitagliptinova skupina
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Obr. 16: Hodnoty glykémii zaznamenané v prubéhu pokusu u jednotlivych mysi. Spodni
prerusovana linie oznacuje hodnotu stanovenou pro zarazeni mysi do pokusu a souc¢asné¢ hodnotu

vymezujici vyskyt remise. Horni pferusovana linie oznacuje hodnoty vyssi nez je detekéni limit
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glukometru. V diabetické kontrolni skupiné (A) se remise vyskytla v jednom piipadu, stejné tak ve

skupiné mysi 1é¢enych sitagliptinem (B)

Populace regula¢nich T-lymfocyti

Ve skupiné 1écené sitagliptinem ani v diabetické kontrolni skupiné jsme nezaznamenali
zadné statisticky vyznamné zmény v populacich Tregs ze splenocyti v prubéhu celé doby

pokusu.

V pankreatickych lymfatickych uzlinach doslo v obou skupindch Kk nartstu v populaci
Tregs bez rozdilu mezi skupinami. V sitagliptinem 1é¢ené skuping doslo sedmy den pokusu
k mirnému poklesu Tregs, po kterém nésledoval vzestup srovnatelny s diabetickou

kontrolni skupinou.

Populace CD4+ T-lymfocytia

V populaci CD4+ T-lymfocyti nedoslo po podani sitagliptinu ve splenocytech ani v
pankreatickych lymfatickych uzlinach k zadnym zménam. Zadny rozdil jsme nepozorovali
ani pii porovnani s diabetickou kontrolni skupinou.

Populace CD8+ T-lymfocyta

Ani v populaci CD8+ T-lymfocytti nedoslo po podani sitagliptinu k zadnym zménam.

Z4dny rozdil jsme taktéz nepozorovali ani pii porovnani s diabetickou kontrolni skupinou.

Morfologie ostruvki
Skore beta bunék

Mnozstvi beta bunck se v sitagliptinem lécené skupin€ v pribéhu pokusu nezménilo.

Zadny rozdil jsme nezaznamenali ani pti porovnani s diabetickou kontrolni skupinou.
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Skore alfa bunék

V sitagliptinem 1é¢ené skupiné jsme na konci pokusu zaznamenali narist v mnozstvi alfa
bunék z ptivodni hodnoty skore 1,00 (0,42 - 1,48) na 1,73 (1,00 - 2,13); P < 0,01 (Obr. 17).
Nicméné i pfes tento narist se skupina lécend sitagplitinem na konci pokusu neliSila ve

skore alfa bunék od diabetické kontrolni skupiny.

Glukagon

2.5+ ok

Skore alfa bunek
s o

Obr. 17: Pti imunohistochemickém barveni fezi pankreatu na glukagon jsme v sitagliptinem lé¢ené
skupiné zaznamenali v ostriivcich nariist mnozstvi alfa bun€k z ptvodni hodnoty skore 1,00 (0,42 -
1,48) na 1,73 (1,00 - 2,13); P < 0,01.*znazorfuje P < 0,05,**znazorfuji P < 0,01,***znazoriuji P <
0,001.

Infiltrace ostruvku imunitnimi bunikami

Skore infiltrace ani stupen infiltrace se Vv sitagliptinem 1é¢ené skupiné nelisil od diabetické
kontrolni skupiny. Nicmén¢ v sitagliptinem 1é¢ené skupiné je patrny 7. den pokusu posun

infiltrace do vyssich stupid, ktery nasledné mizi (Obr. 18).
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Stupen infiltrace v diabetické kontrolni skupine Stupen infiltrace ve skupine se sitagliptinem
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Obr. 18: Stupné infiltrace Langerhansovych ostrivkt imunitnimi bunikami. Jednotlivé sloupce

predstavuji procentudlni zastoupeni Vjednotlivych stupnich infiltrace. Stupeii 1 pfedstavuje

Vv

(B) se od diabetické kontrolni skupiny (A) v prub&hu pokusu vyznamné nelisila.

Koncentrace DPP-IV v plazmé

Ve skupiné 1é¢ené sitagliptinem byl ptedpokladany pokles v hodnoté DPP-1V zaznamenan
pouze sedmy den, z pavodni hodnoty 712,9 (550,0 — 775,2) ng/ml v den O klesla
koncentrace 7. den na 292,9 (124,5 — 376,8) ng/ml; bez signifikance. Tento pokles ale
nebyl trvaly a od 14. dne koncentrace DPP-IV stoupala. V dal$im pribéhu hodnota DPP-
IV dokonce stoupla na hodnoty vys$i nez uvodni i pfes trvalé podavani sitagliptinu na
hodnotu 848,7 (642,6 — 1033,6) ng/ml. Cimz doslo k signifikantnimu nartistu oproti dntim
7, kdy hodnota DPP-IV ¢inila 292,9 (124,5 — 376,8) ng/ml; P < 0,001, a 14, kdy byla

hodnota 390,4 (219,6 — 660,9) ng/ml; P <0,01) (Obr. 19).
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Obr. 19: Koncentrace DPP-IV v sitagliptinem 1é¢ené skupiné klesla 7. den pokusu na hodnotu
292,9 (124,5 — 376,8) ng/ml. Déale pak jeji hodnota 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. *znazoriuje P < 0,05,** znazoriuji P <

0,01,***znazortiuji P < 0,001.

Mirny narast koncentrace DPP-1V v prubéhu pokusu byl zaznamenan také v diabetické
kontrolni skupiné (z 619,1 (230,5 — 775,2) ng/ml v den 0 na 851,1 (289,2 — 1623,0) ng/ml
v den 28; bez signifikance). Oproti sitagliptinem 1é¢ené skupiné se diabeticka kontrolni
skupina liSila jen sedmy den pokusu (292,9 (124,5 — 376,8) ng/ml vs 506,1 (456,2 - 659,0)
ng/ml; P < 0,01). Po dvou tydnech jiz nebyl patrny rozdil mezi sitagliptinem 1é¢enou a
diabetickou kontrolni skupinou (390,4 (219,6 - 660,9) ng/ml vs. 610 (221,0 - 925,2) ng/ml;

bez signifikance).

Koncentrace TGFp v séru

Podavani sitagliptinu vedlo ke snizeni sérové koncentrace TGFP na 41223,9 (4627,5 -
66779,9) pg/ml. U diabetické kontrolni skupiny jsme naopak zaznamenali mirny narist na
hodnotu 67050,3 (16617,1 - 114930,6) pg/ml. Diky témto zménam se pak tyto dvé skupiny

na konci pokusu v hodnotach TGFB vzajemné lisily (Obr. 20).
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Koncentrace TGFf
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Obr. 20: Koncentrace TGFp v séru u diabetické kontrolni skupiny na konci pokusu mirné stoupla
na 67050,3 (16617,1 - 114930,6) pg/ml, zatimco v sitagliptinem 1é¢ené skupiné naopak klesla na
41223,9 (4627,5 - 66779,9) pg/ml, ¢imz se tyto dvé skupiny vzajemné ligily; P < 0,05.*znazorfuje

P < 0,05,**znazorfuji P < 0,01,***znazornuji P < 0,001.

IPGTT

V koeficientu asimilace glukozy nebyl rozdil mezi sitagliptinem 1é¢enou a diabetickou

kontrolni skupinou.
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Experiment 3

Uvod a metody

K ovéteni hypotézy ¢. 3 (Uginek kombinované 1é&by povede k lep$im vysledkim neZ
podavani vybranych latek samostatné. V ptipadé uspésného potlaceni autoimunity
imunosupresivnimi latkami dojde vlivem podavani sitagliptinu k podpote proliferace beta
buné¢k sobnovenim jejich masy.) jsme opét sledovali zmény v populacich
imunokompetentnich bunék, morfologii pankreatu a zmény v koncentracich TGFp, DPP-
IV a provedli IPGTT. Navic jsme tato sledovani doplnili o vyhodnoceni zmén v profilu

genové exprese splenocytil.

Vzhledem kne piili§ povzbudivym vysledkim s podavanim gusperimu a sitagliptinu
Vv pfedchozich dvou experimentech jsme nas experiment rozsifili o skupinu nediabetickych
mysi. A zaméfili se na zjiSténi rozdild mezi diabetickymi a nediabetickymi zvitaty a jakym

zpusobem ovliviiuji tyto parametry podavané latky.

Vysledky
Hodnoty glykémii a vyskyt remise diabetu

Ve skupiné s kombinovanou 1écbou nebylo dosaZeno remise u zddného z pokusnych zvitat.
Ve skupiné 1éCené sitagliptinem nebo gusperimem samotnym doslo k jednomu vyskytu
remise diabetu stejné jako v diabetické kontrolni skupin€. U nediabetické kontrolni
skupiny nepiesahly glykémie odebirané u zvifat, ktera nebyla la¢na, hodnotu 10 mmol/I

(Obr. 21).
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Obr. 21: Hodnoty glykémii zaznamenané v prubéhu pokusu u jednotlivych mysi. Spodni
pferusovana linie oznacuje hodnotu stanovenou pro zarazeni mysi do pokusu a souc¢asné hodnotu
vymezujici vyskyt remise. Horni pferusovana linie oznacuje hodnoty vyssi nez je detekéni limit
glukometru. Ve skupiné zvitat s kombinovanou lécbou jsme nezaznamenali zadny vyskyt remise

(A), u nediabetické kontrolni skupiny (B) neptesahly nela¢né glykémie hodnotu 10 mmol/l.

Populace regula¢nich T-lymfocyta

Ve vsech diabetickych skupinach jsme pozorovali ve splenocytech nariist regula¢nich T-
lymfocytl v pribéhu pokusu. Na konci pokusu byly populace Tregs u diabetickych zvirat
lehce vyssi oproti nediabetické kontrolni skuping. Nejvy$si nartst Tregs jsme zaznamenali
ve skupin€ lécené gusperimem a ve skupiné s kombinovanou 1écbou. Ve skupiné 1écené
gusperimem vzrostla populace z 8,8 (6,2 - 16,4) % v den 0 na 12,6 (10,6 — 16,0) % v den
28; P < 0,05, ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou stoupla populace z 9,2 (6,2 — 10,3) % v
den 0 na 13,2 (11,6 — 15,7) % v den 14; P < 0,05 a na 13,5 (9,2 — 21,1) % v den 28;
P <0,01. Ve skupiné 1éCené sitagliptinem samotnym ani v diabetické kontrolni skupiné
jsme nezaznamenali Zadné statisticky vyznamné zmény v populacich Tregs ze splenocyt

v pribéhu celé doby pokusu (Obr. 22).

48



Tregs ve splenocytech
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Obr. 22: Ve sleziné stoupla populace Tregs ve skupiné 1é¢ené gusperimem z 8,8 (6,2 - 16,4) % v
den 0 na 12,6 (10,6 — 16,0) % v den 28; P < 0,05 a ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou z 9,2 (6,2 —
10,3) % v den 0 na 13,5 (9,2 — 21,1) % v den 28; P < 0,01. *znazoriiuje P < 0,05,**znazoriuji P <

0,01,***znazortiuji P < 0,001.

V pankreatickych lymfatickych wuzlinach doslo v diabetickych skupinach Kk jesté
vyraznéj§imu nartstu v populaci regulacnich T-lymfocytd, nez jak tomu bylo ve
splenocytech a krom¢ skupiny lécené sitagliptinem byl tento nariist v pribéhu studie
plynuly. V sitagliptinem 1é¢ené skupiné doslo v jako jediné naopak sedmy den k poklesu
Tregs na 6,9 (5,1 — 12,8) %, po kterém nésledoval vzestup srovnatelny s ostatnimi
skupinami. Sedmy den pokusu se proto sitagliptinova skupina lisila od skupiny lécené

gusperimem, kde hodnota populace Tregs vzrostla jiz na 13,7 (10,1 - 16,0) %; P < 0,05.

V den ukonceni pokusu se jednotlivé diabetické skupiny mezi sebou nelisily, ale vyznamné
se lisily v porovnani s hodnotami na pocatku pokusu. V diabetické kontrolni skupiné doslo
K narastu ze 7,0 (5,7 — 10,2) % vden 0 na 12,1 (6,3 — 16,7) % vden 28; P < 0,01.
V gusperimové z8,2 (5,7 — 11,7) % na 14,1 (8,6 — 21,2) %; P < 0,01. Ve skupiné

s kombinovanou 1é¢bou z 83 (5,7 — 10,3) % na 12,4 (10,1 — 17,2) %; P < 0,01. A
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v sitagliptinové z 8,5 (5,7 - 10,5) % na 12,7 (6,9 - 22,9) %; P < 0,05. V den ukonéeni
pokusu byla populace Tregs ve vSech diabetickych skupindch mirn¢ vyssi v porovnani

s nediabetickou kontrolni skupinou; bez signifikance (Obr. 23).
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Obr. 23: V pankreatickych lymfatickych uzlinach doslo k narGstu Tregs ve vSech diabetickych
skupinach. V diabetické kontrolni skupiné ze 7,0 (5,7 — 10,2) % v den 0 na 12,1 (6,3 — 16,7) % v
den 28; P < 0,01. V gusperimové z 8,2 (5,7 — 11,7) % na 14,1 (8,6 — 21,2) %; P < 0,01. Ve skupiné
s kombinovanou 1é¢bou z 8,3 (5,7 — 10,3) % na 12,4 (10,1 - 17,2) %; P < 0,01. A v sitagliptinové z
8,5 (5,7 - 10,5) % na 12,7 (6,9 - 22,9) %:; P < 0,05.*znazortiuje P < 0,05,**znazortiuji P < 0,01,***

znazoriuji P <0,001.

Populace CD4+ T-lymfocyta

Ve splenocytech doSlo na konci pokusu v diabetické kontrolni a gusperimové skupiné
k mirnému poklesu CD4+ T-lymfocytl, zatimco ve skupiné s kombinovanou lécbou a ve
skupiné 1écené sitagliptinem se tato populace nezménila. Z tohoto diivodu se na konci
pokusu pak odliSovala skupina s kombinovanou lé¢bou 74,0 (64,8 - 84,0) % od diabeticke
kontrolni skupiny 70,5 (55,9 - 74,5) %; P < 0,05. Vuci nediabetické kontrolni skupiné jsme

na konci pokusu v hodnoté CD4+ T-lymfocytti nezaznamenali zadny rozdil (Obr. 24).
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Obr. 24: Populace CD4+ T-lymfocytt klesla v diabetické kontrolni skupiné na konci pokusu na
hodnotu 70,5 (55,9 - 74,5) %, ¢imz se lisila od skupiny s kombinovanou 1é¢bou, ve které Cinila
hodnota CD4+ T-lymfocytt 74,0 (64,8 - 84,0) %; P < 0,05.*znézortiuje P < 0,05,**znazoriuji P <

0,01, ***znazoriuji P < 0,001.

V pankreatickych lymfatickych uzlinach doslo na konci pokusu k mirnému poklesu CD4+
T-lymfocytd ve vSech diabetickych skupinach. Nejvétsi rozdil jsme zaznamenali
v diabetické kontrolni skuping, kde CD4+ T-lymfocyty klesly z hodnoty 69,4 (64,0 - 73,8)
%v den 0 na 63,3 (51,3 - 73,6) %; P < 0,01. V den 28 se ale jednotlivé skupiny mezi sebou

neliSily. Ani pfi porovnani s diabetickou ¢i nediabetickou kontrolni skupinou (Obr. 25).
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Obr. 25: V pankreatickych lymfatickych uzlindch doslo k nejvyrazngjsimu poklesu CD4+ T-
lymfocytti u diabetické kontrolni skupiny z hodnoty 69,4 (64,0 - 73,8) % v den 0 na 63,3 (51,3 -

73,6) % v den 28; P < 0,01.*znéazoriuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,***znazorfuji P < 0,001.

Populace CD8+ T-lymfocyti

Ve splenocytech jsme nezaznamenali v populaci CD8+ T-lymfocyti Zzadné vyznamné
zmény. V pankreatickych lymfatickych uzlinach doslo sice ve vSech skupinach k mirnému
nartstu v populaci cytotoxickych T-lymfocyti, ale pouze v diabetické kontrolni skupiné
byl tento narist signifikantni z hodnoty 27,3 (24,2 - 29,8) % v den 0 na 33,5 (23,6 - 45,3)
%; P < 0,01. Pii porovnani diabetickych skupin s nediabetickou kontrolni skupinou jsme

opét nezaznamenali zadny rozdil (Obr. 26).
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Obr. 26: V pankreatickych lymfatickych uzlinach doslo k nartstu CD8+ T-lymfocyti ve vsech
skupinach, ale nejvyraznéjsi byl tento nartst u diabetické kontrolni skupiny, ve které ¢inila hodnota
na po¢atku pokusu 27,3 (24,2 - 29,8) % a na konci pokusu 33,5 (23,6 - 45,3) %; P < 0,01.*

znazorije P < 0,05,**znazoruji P < 0,01,***znazortuji P < 0,001.

Morfologie ostruvku

Skore beta bunék
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V dob¢ manifestace diabetu byla jiz vétSina beta bun€k znicena. Ve vSech diabetickych
skupinach bylo mnozstvi beta bunék vyrazné snizeno jiz v den zahajeni pokusu a v
prabéhu celé doby pokusu ztistalo mnozstvi beta bun¢k na velmi nizké az téméi nulové
hodnoté. Velké rozdily, jak se dalo predpokladat, byly na konci pokusu v porovnani s

nediabetickou kontrolni skupinou (Obr. 27).
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Obr. 27: Skore beta bunék ¢inilo na konci pokusu v nediabetické kontrolni skupiné 1,667 (0,889 -
2,000), ¢imz se jasné lisilo od diabetické kontrolni skupiny se skore 0,000 (0,000 - 0,200), skupiny
1é¢ené gusperimem se skore 0,000 (0,000 - 0,333), skupiny s kombinovanou 1é¢bou se skore 0,000
(0,000 - 0,556) a skupiny lé¢ené sitagliptinem se skore 0,000 (0,000 - 0,333).*znazoriuje P < 0,05,*

*znazoriiuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.

Skore alfa bunék

Nartst mnozstvi alfa bunék jsme zaznamenali ve vSech skupinidch. Ve skupiné lécené
sitagliptinem a ve skupin¢ s kombinovanou lécbou byl ale tento vzestup nejvyrazngjsi
(z hodnoty skore 1,04 (0,42 - 1,53) v den 0 na 1,87 (1,00 - 2,33) v den 28; P < 0,01 ve
skupiné s kombinovanou 1é¢bou a z hodnoty skére 1,0 (0,42 — 1,48) v den 0 na 1,73 (1,00 -

2,13) v den 28; P < 0,01 v sitagliptinem 1écené skupin¢) (Obr. 28).
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Obr. 28: Skore alfa bunék vzrostlo nejvyraznéji ve skupinach, kterym byl podavan sitagliptin. Ve
skupiné s kombinovanou 1é¢bou doslo k nartstu skore 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 skupiné se sitagliptinem samotnym z hodnoty 1,0 (0,42 —
1,48) v den 0 na 1,73 (1,00 - 2,13) v den 28; P < 0,01. *znazoriiuje P < 0,05,** znazorfuji P < 0,01,*

**znézortiuji P < 0,001.

I pfes tento nartist v ramci skupiny se vSak skore alfa bunék na konci pokusu nelisilo od
skdre v nediabetické kontrolni skuping. Ale lisilo se mezi diabetickou kontrolni skupinou

(1,49 (0,47 - 2,17)) a skupinou s kombinovanou lé¢bou (1,87 (1,00 - 2,33)); P < 0,05 (Obr.

29).
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Obr. 29: V den ukonc¢eni pokusu ¢inilo skore alfa bunék ve skupiné s kombinovanou lé¢bou 1,87
(1,00 - 2,33), ¢imz se liSilo od diabetické kontrolni skupiny, kde hodnota skore alfa bunék ¢inila

1,49 (0,47 - 2,17); P < 0,05.*zn4zortiuje P < 0,05, **znazoriuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.

Infiltrace ostruvku imunitnimi bunnkami

Skore infiltrace

Skore infiltrace imunitnimi butikami v pribéhu pokusu pokleslo ve vSech diabetickych
skupindch a v den ukonCeni pokusu se neliSilo od nediabetické kontrolni skupiny.
Nejvyraznéjsi pokles jsme zaznamenali ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou, ve které bylo
na pocatku skore infiltrace ze vSech diabetickych skupin nejvyssi a ¢inilo 3,69 (2,38 - 4,00)

s naslednym poklesem na 2,56 (1,50 - 3,13) v den ukon¢eni pokusu; P < 0,05 (Obr. 30).
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Obr. 30: Skoére infiltrace imunitnimi bufikami kleslo v prubéhu pokusu ve vSech diabetickych
skupinach. Nejvyrazngjsi pokles byl ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou, kde hodnota skére na
podatku pokusu ¢&inila 3,69 (2,38 - 4,00) a na konci pokusu 2,56 (1,50 - 3,13); P < 0,05. *

znazorije P < 0,05,**znazoruji P < 0,01,***znazortuji P < 0,001.

Stupei infiltrace
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V pribéhu pokusu se vramci jedné skupiny liSil stupen infiltrace ve skupiné s

kombinovanou 1é¢bou a v diabetické kontrolni skuping; P < 0,05. V téchto skupinach byla

v Vv

leh¢ich forem na konci pokusu (Obr. 31).
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Obr. 31: Znazornéno procentualni zastoupeni jednotlivych stupnt infiltrace v den zahajeni a

ukon¢eni pokusu u diabetické kontrolni skupiny (DK) a skupiny s kombinovanou 1é¢bou (K).

vy

W v v

U obou skupin doslo v priabéhu pokusu k posunu z téz8i formy postizeni ostruvki zanétem do

lehéi. *znazoriuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,***znazorfiuji P < 0,001.

Jednotlivé diabetické skupiny se v prubéhu pokusu neliSily od diabetické kontrolni
skupiny. V den ukonceni pokusu se pak od nediabetické kontrolni skupiny ve stupnich
infiltrace lisila skupina s kombinovanou lé¢bou a 1é¢bou sitagliptinem; P < 0,01 a také
diabetickd kontrolni skupina; P < 0,05. Skupina 1é¢ena gusperimem se od nediabetické

kontrolni skupiny nelisila (Obr. 32).

56



Stupne infiltrace v den 28
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Obr. 32: Znazornéno procentualni zastoupeni jednotlivych stupit infiltrace v den ukonceni pokusu.
Nejvice se od nediabetické kontrolni skupiny odliSovala skupina s kombinovanou 1é¢bou a skupina
infiltrace ostrivkl. Podobny, ale méné vyrazny pokles byl zaznamenan také u diabetické kontrolni
skupiny. Bez poklesu v tizi infiltrace byla skupina 1éCené gusperimem, proto se statisticky nelisila
1 ’* kx

od nediabetické kontrolni skupiny.*znazortiuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,0
0,001.

znazoriji P <

Regenerace bunék pankreatu

K posouzeni mozné regenerace endokrinni slozky pankreatické tkané jsme se pokusili
detekovat proliferujici bunky pomoci protilatky proti Ki67. Soucasny vyskyt pozitivity na
c-peptid ¢i glukagon spolecné s Ki67 byl vSak velmi nizky a v zadné ze sledovanych

skupin nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam.

Koncentrace DPP-IV v plazmé

Diky sledovani hodnot DPP-IV u vSech skupiny, nejen 1é¢enych DPP-1V inhibitorem, jsme
zjistili zajimavé vysledky. Koncentrace DPP-IV v sitagliptinem 1é¢ené skupiné klesla 7.
den pokusu na hodnotu 292,9 (124,5 — 376,8) ng/ml z pivodni hodnoty 712,9 (550,0 —

775,2) ng/ml. Dale pak jeji hodnota stoupala na hodnotu 390,4 (219,6 — 660,9) ng/ml v den
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14 a 848,7 (642,6 — 1033,6) ng/ml v den 28. Ve skupiné s kombinovanou 1éEbou byl
ucinek sitagliptinu na koncentraci DPP-IV jest¢ méné vyrazny nez u skupiny léCené
sitagliptinem samotnym. Pouze ne zcela signifikantni pokles byl patrny v den 14 (289,5
(153,4 — 655,9) ng/ml) v porovnani se dnem 0 (592,2 (390,5 — 775,2 ng/ml). Od tohoto
dne pak dale doslo k signifikantnimu nartstu koncentrace na hodnotu 668,2 (344,2 —

1215,5) ng/ml v den 28; P < 0,05 (Obr. 33).
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Obr. 33: Koncentrace DPP-IV poklesla ve skupiné s kombinovanou lé¢bou 14 den na hodnotu
289,5 (153,4 — 655,9) ng/ml s naslednym vzestupem na hodnotu 668,2 (344,2 — 1215,5) ng/ml v

den 28; P < 0,05.*znazorfiuje P < 0,05, **znazoriuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.

Ve skupiné 1é¢ené gusperimem koncentrace DPP-IV v prubéhu pokusu trvale nartstala (z
619,1 (452,9 — 1270,9) ng/ml v den 0 na 885,3 (183,4 — 2175,4) ng/ml v den 28; bez
signifikance). Mirny nartst koncentrace DPP-IV v prubéhu pokusu byl zaznamenan také v
diabetické kontrolni skupiné (z 619,1 (230,5 — 775,2) ng/ml v den 0 na 851,1 (289,2 —
1623,0) ng/ml v den 28; bez signifikance). V den ukonceni pokusu pak byla hodnota DPP-
IV ve skuping 1é¢ené gusperimem nejvyssi a liSila se od nediabetické kontrolni skupiny,
kde koncentrace DPP-IV ¢inila 488,6 (473,2 — 523,4) ng/ml; P < 0,05 (Obr. 34). Jednotlivé

diabetické skupiny se na konci pokusu mezi sebou nelisily.
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Koncentrace DPP-IV v den 28
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Obr. 34: Koncentrace DPP-IV byla na konci pokusu nejvyssi ve skupiné 1é¢ené gusperimem, kde
Cinila 885,3 (183.,4 — 2175,4) ng/ml, ¢imz se ze vSech diabetickych skupin nejvice odliSovala od
hodnot namétenych u nediabetické kontrolni skupiny, ve které byla koncentrace DPP-IV 488,6
(473,2 — 523,4) ng/ml; P < 0,05.* znazortiuje P < 0,05,* *znazoriuji P < 0,01,** *znazoriuji P <
0,001.

Koncentrace TGFR v séru

Hodnoty koncentrace TGFR se v prubéhu pokusu mezi jednotlivymi skupinami pfilis
nelisily. Pouze ve skupiné Ié¢ené sitagliptinem samotnym doslo na konci pokusu k poklesu

TGFB, ¢imz se lisila od diabetické kontrolni skupiny (Obr. 35).
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Obr. 35: Hodnota TGFP na konci pokusu klesla ve skupiné l1écené sitagliptinem na hodnotu
41223,9 (4627,5 - 66779,9) pg/ml a tim se tato skupina liSila od diabetické kontrolni skupiny, kde
hodnota TGFp &inila 67050,3 (16617,1 - 114930,6) pg/ml; P < 0,05.* znazoriiuje P < 0,05,* *

znazoriuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.

Profil genové exprese splenocyti

Abychom si blize oziejmili mechanismy ucinku jednotlivych latek na imunitni systém,
zaméfili jsme se na zmény v profilu genové exprese splenocyti. Relativni intensita genove
exprese Nfkb2 se ve skupiné s kombinovanou 1écbou snizila v pribéhu pokusu z 1,632
(1,205 - 2,941) na 1,048 (0,463 - 1,673), P < 0,05. Genova exprese proapoptotického genu
Bax, genu pro Fasl, 116 a Infg se v prubéhu pokusu v rdmci jednotlivych skupin ani mezi
skupinami navzajem vyraznéji neliSily. Ve skupiné lé¢ené gusperimem doslo k vzestupu
relativni intensity genové exprese Ikbkb z hodnoty 0,990 (0,522 — 1,989) v den zahajeni
pokusu na hodnotu 1,809 (0,902 — 3,29) v den ukonéeni, P < 0,01. Tento narist vedl
k tomu, Ze se skupina 1é¢end gusperimem na konci pokusu lisila od nediabetické 0,682
(0,601 - 1,192), P < 0,01 i diabeticke 0,800 (0,709 - 1,449), P < 0,05 kontrolni skupiny.
Déle byla v den ukonceni pokusu ve skupiné 1é¢ené gusperimem zvySena relativni intensita
exprese genu pro Bcl2 oproti nediabetické 1 diabetické kontrolni skupiné 1,575 (0,909 -
2,182) vs 0,702 (0,554 - 0,961), P < 0,01; vs 0,869 (0,829 - 1,042), P < 0,05. Zvysené
exprese genu pro Nfkbl 1,626 (1,120 - 3,047) vs 0,788 (0,548 - 1,479); P < 0,01 a 1110
3,239 (0,445 - 7,447) vs 0,490 (0,195 - 1,638); P < 0,05 vuci sitagliptinem 1é¢ené skuping.
Oproti nediabetické kontrolni skupiné byla ve skuping 1é¢ené gusperimem zvySena exprese

genu pro Tnf 0,533 (0,340 - 0,617) vs 1,042 (0,599 - 2,730), P < 0,05 (Obr. 36).
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Obr. 36: Profil genové exprese v den ukonceni pokusu. 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 lkbkb byla také nejvys$si 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 dosdhla 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 Nfkbl byla nejnizsi hodnota zaznamenana v sitagliptinem 1é¢ené skupiné, a to 0,788
(0,548 - 1,479), nejvyssi v gusperimem 1é¢ené skupiné 1,626 (1,120 - 3,047); P < 0,05.*znazorfuje

P < 0,05,**znazorfuji P < 0,01,***znazornuji P < 0,001.

V kontrolni diabetické skupiné doslo od 14 dne k nardstu genové exprese ll1b z 0,762
(0,582 - 0,774) na 1,328 (1,116 — 2,437) v den ukonceni pokusu, P < 0,05 (Obr. 37). | ptes
tento nariist byla hodnota I11b na konci pokusu v diabetické kontrolni skupiné spolu se

skupinou 1é¢enou sitagliptinem niz$i nez v ostatnich sledovanych skupinach.
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Obr. 37: Relativni intensita exprese Il1b v diabetické kontrolni skupiné klesla v prabéhu pokusu na
hodnotu 0,762 (0,582 - 0,774) v den 14. S naslednym vzestupem na hodnotu 1,328 (1,116 — 2,437)

v den 28; P < 0,05.*znazoriiuje P < 0,05,**znazoriuji P < 0,01,***znazoriuji P < 0,001.

IPGTT

Vzhledem k vysoké mortalit¢ mysi po IPGTT jsme ve skupiné s kombinovanou 1é¢bou od

tohoto testu ustoupili. V ostatnich diabetickych skupinach se hodnoty asimilace glukdzy od

v v

mysi 1é¢enych sitagliptinem (Obr. 38).
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Obr. 38: Hodnoty asimilace glukozy v pribéhu IPGTT ¢inily v diabetické kontrolni skuping 0,008
(0,000 - 0,026) mmol/l/min , v gusperimové 0,005 (0,000 - 0,034) mmol/l/min a v sitagliptinové
0,000 (0,000 - 0,021) mmol/l/min.

62



Experiment 4

Uvod a metody

Pti zpracovani vysledki jsme u mysi, jez dosahly remise, pozorovali vyrazné odchylky v
hodnotach nékterych sledovanych parametri. Proto jsme z predchozich vysledki na konci

pokusu vyc¢lenili mysi v remisi a porovnali je s diabetickymi skupinami.

Vysledky
Populace regula¢nich, CD4+ a CD8+ T-lymfocyti

V den ukonceni pokusu se populace regulacnich, CD4+ ani CD8+ T-lymfocyth
izolovanych ze splenocyti a pankreatickych lymfatickych uzlin v jednotlivych skupinach

vzéajemné nelisily (Obr. 39).
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Tregs v PLU v den 28
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Obr. 39: Populace Tregs se na konci pokusu ve vSech diabetickych skupinach nijak zasadné nelisily
a to ani ve sleziné (A), ani v pankreatickych lymfatickych uzlinach (B).

Morfologie ostrivki

Skore alfa bun€k ani beta bun¢k se mezi skupinami také nijak statisticky nelisilo. Nicméné
I velmi malé mnozstvi beta bunék prezivsich u mysi v remisi, které se statisticky nelisilo

od ostatnich diabetickych zvifat, posta¢ilo k udrzeni normoglykémie (Obr. 40).
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Obr. 40: Skoére beta bunék na konci pokusu se mezi skupinami statisticky neliSilo. Pfesto u mysi
Vv remisi postac¢ovala hodnota skore 0,071 (0,000 - 0,388) k udrZeni normoglykémie. U diabetické
kontrolni skupiny ¢inilo skére 0,000 (0,000 - 0,200), u gusperimové skupiny 0,000 (0,000 - 0,333),
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u kombinované skupiny 0,000 (0,000 - 0,556) a u skupiny lé¢ené sitagliptinem 0,000 (0,000 -
0,333).

Infiltrace ostruvku imunitnimi bunnkami

Ve skore infiltrace ani ve stupni infiltrace ostrivkll imunitnimi buitkami se jednotlivé

skupiny v porovnani se skupinou mysi v remisi nelisily.

Koncentrace DPP-1V v plazmé

Zajimavé vysledky jsme zjistili pfi porovnani zvifat, ktera dosahla remise v porovnani
s ostatnimi diabetickymi zvifaty v hodnotdch koncentrace DPP-IV. Ve skupiné¢ mysi
v remisi byly hodnoty DPP-IV vyrazné niz$i nez v ostatnich skupinach a jejich median
¢inil 321,8 (277 - 737,5) ng/ml. Dalsi zajimavy fakt byl, Zze nejvyssi hodnotu DPP-IV
Vv této skupiné méla paradoxné mys spadajici do skupiny léené sitagliptinem. Bez tohoto
ovlivnéni piedchozi 1éEbou by byl rozdil mezi skupinami je$té vyraznéjsi. V diabetické
kontrolni skupin¢ ¢inila hodnota koncentrace DPP-1V na konci pokusu 882,5 (289,2 —
1623,0) ng/ml); P < 0,05, v sitagliptinem 1é¢ené 853,2 (642,6 — 1033,6) ng/ml); P < 0,05 a

Vv gusperimové skupiné 885,3 (183,4 - 2175,4) ng/ml); P < 0,01 (Obr. 41).
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Obr. 41: Koncentrace DPP-IV v plazmé byla na konci pokusu u mysi, které dosahly remise nejnizsi
a Cinila 321,8 (277 - 737,5) ng/ml. Tim se tato skupina lisila od diabetické kontrolni skupiny, kde
hodnota DPP-IV ¢inila 882,5 (289,2 — 1623,0) ng/ml; P < 0,05, od gusperimové skupiny, kde ¢inila
885,3 (183,4 - 2175,4) ng/ml; P < 0,01 a od sitagliptinové skupiny, kde byla hodnota 853,2 (642,6

—1033,6) ng/ml; P < 0,05.*znazortiuje P < 0,05, **znazortiuji P < 0,01,***znazortiuji P < 0,001.

Koncentrace TGFp v séru

Koncentrace TGFp byla nejvyssi ve skupiné mysi v remisi, kde ¢inila 81172,0 (66779,9 -
132703,9) pg/ml, ¢imz se vyrazné lisila 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 (Obr. 42).
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Obr. 42: Koncentrace TGFp byla na konci pokusu nejnizsi ve skupiné 1é¢ené sitagliptinem a €inila
36670,2 (4627,5 - 64787,5) pg/ml, ¢imzZ se vyrazné lisila od hodnoty zjisténé u mysi v remisi, kde
&inila 81172,0 (66779,9 - 132703,9) pg/ml; P < 0,001.*znazortiuje P < 0,05, **znazoruji P < 0,01,*

**znazoriuji P < 0,001.

IPGTT

Pti porovnani asimilace glukozy se jednotlivé skupiny mezi sebou opét neliSily. Ale pfi
porovnani hodnot glykémii naméfenych v 0., 30. a 60. minuté IPGTT se skupina 1é¢ena
sitagliptinem vyrazn¢ odliSovala od skupiny mysi v remisi. Ve 30. minut¢ testu se hodnota
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glykémie naméfena u mysi 1éCenych sitagliptinem pohybovala nad 35 mmol/l a tim se
odliSovala i od diabetické kontrolni skupiny, kde ¢inila 24,6 mmol/l; P < 0,01. U mysi
s kombinovanou 1éc¢bou bylo od tohoto testu ustoupeno pro vysokou umrtnost mysi

v prubéhu vysetieni (Obr. 43).
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Obr. 43: Hodnoty glykémii v prubéhu IPGTT. Teckovana linie vyznacuje maximalni detekéni limit
glukometru. Hodnota glykémie mysi 1é¢enych sitagliptinem byla v 0. minuté 25 mmol/l, od 10.
minuty dale se pohybovala nad detek¢énim limitem glukometru a tim se lisila v 0., 30. a 60. minuté
od hodnot naméfenych u mysi v remisi, kde tyto hodnoty ¢&inily 5,6; 14,6 a 11,8 mmol/l. *

znazorije P < 0,05,**znazoruji P < 0,01,***znazortuji P < 0,001.

67



Diskuze

V nasem pokusu provadéném na zvifecim modelu diabetu mellitu 1. typu jsme se zamétili
na u¢inky imunomodula¢nich a beta bunky stimulujicich latek v zéavislosti na Case. Na
zakladé vysledku diive uvefejnénych studii jsme ocekavali pokles glykémii, ochranu
pankreatickych beta bun€k a stimulaci regulacnich T-lymfocytl, které mohou utlumit

autoimunitni destrukci beta bunék.

Vétsina publikovanych uspéSnych pokust byla nicméné provadéna na mysich jesté pred
rozvojem diabetu. Ze 463 latek pouzitych v diabetickych intervencnich studiich bylo pouze
23 studii zahajeno u diabetickych NOD mysi a pouze 16 z nich lze povazovat za uspésné
(Shoda L.K. et al., 2005). Nejucinnéjs$im prostiedkem se zda byt 1é¢ba mATG, nebot
prokédzala alespon ¢asteéné metabolické zlepSeni jiz hyperglykemickych NOD mysi.
Utinek mATG byl patrny z vyssiho vyskytu remise diabetu. K remisi doslo zejména u
mysi, jejichz vstupni glykémie nepiesahly hodnotu 15,6 mmol/l . Zadna z terapii viak
nevedla k jasnému vyléCeni mysi s jiZ manifestnim diabetem 1. typu. Podobné netispésné
byly studie s GLP-1 analogem exendinem-4, jehoz samotné podavani bylo zahajeno také
az v dob¢ rozvinutého diabetu, tak jako tomu bylo v naSem pokusu (Tian B. et al., 2009;
Xue S. et al., 2008). V ptipadé gusperimu zadna z publikovanych studii nebyla provedena
na NOD mysich s jiz manifestnim diabetem. BohuZel ani kombinovana lécba nevedla
Kk lepsim vysledkim. Dulezity prvek rozhodujici o G€innosti 1é¢by je ¢as mezi manifestaci
diabetu a zahajenim lécby (Maki T. et al., 1992; Mottram P.L. et al., 2002), hodnoty
glykémii v dobé zahdjeni pokusu (Suarez-Pinzon W.L. et al., 2008) ¢i podavani
exogenniho inzulinu v prubéhu studie (Ogawa N. et al., 2004; Tian B. et al., 2009; Tian L.
et al., 2010). V uspésnych studiich, kde byl DPP-IV inhibitor ¢i analog GLP-1 u NOD

my$i podavan spole¢né s dal§im imunomodulaénim piipravkem (Ogawa N. et al., 2004;
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Tian B. et al., 2009) nebo s inhibitorem protonové pumpy (Suarez-Pinzon W.L. et al.,

2009) mohly praveé tyto aspekty hrat zasadni roli.

Inzulinova 1écba miize sama o sobé¢ prispét k nizsi aktivaci autoimunitni reakce uvedenim
stavajicich beta bun¢k do klidu, ¢imZ nedochazi k vystavovani autoantigenti na povrchu
beta bunck (Skowera A. et al., 2008). Navic umoziuje stavajicim beta bunkam
zregenerovat a obnovit inzulinova granula (Sherry N.A. et al., 2006). Pti podavani inzulinu
je také mozné delsi sledovani diabetickych mysi, nebot’ nedochazi k jejich umrti na
ketoaciddzu, jak je tomu v ptipadé neléCeného diabetu. Z praci publikovanych v nedavné
dob¢ je patrné, Ze terapeuticky ucinek sitagliptinu v podob¢ remise diabetu je patrny az po
vice nez mési¢nim sledovani mysi (Ansarullah et al., 2013; Tsuji T. et al., 2012). V ptipadé
podavani anti-lymfocytarniho séra, at’ uz samotného ¢i v kombinaci s exendinem-4, se
ucinek projevil také az po vice nez dvou mésicich 1é¢by (Maki T. et al., 1992; Ogawa N. et
al., 2004). Z naseho pozorovani NOD mysi dale vyplyva, ze mySi majici glykémie kolem
10 mmol/l nelze povazovat za plné¢ diabetické a vhodné k zatazeni do pokusu, nebot’ u nich
dochazi ve vysokém procentu ke spontanni remisi diabetu a nelze tak plné¢ zhodnotit efekt
1é¢by na manifestni diabetes. To by mohlo vysvétlovat vyrazné lepsi vysledky dosazené
v pracich publikovanych Suarez-Pinzon (Suarez-Pinzon W.L. et al., 2009; Suarez-Pinzon

W.L. et al., 2008), kde byly mysi zafazovany do studie pii glykémiich 10 — 16 mmol/Il.

K navozeni remise je potfebné potlaceni autoimunity a obnoveni tolerance k vlastnim
autoantigenim. Za udrZeni periferni tolerance jsou zodpovédné regulacni T-lymfocyty,
které jsou podskupinou CD4+ T-lymfocytid. Tregs maji schopnost tlumit imunitni a
zanétlivou odpovéd a destrukci tkdni Utlumem funkce Sirokého spektra bunék vcetné
pomocnych T-lymfocytl, produkce protilatek B-lymfocyty, uvolfiovani granul z
cytotoxickych T-lymfocytt a antigen prezentujicich bunék (EIEssawy B., Li X.C., 2015).
Inhibi¢ni ucinek Tregs po jejich aktivaci je dan bud’ pifimym bunéénym kontaktem
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prostiednictvim inhibi¢nich molekul jako je CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated

protein 4), nebo prostrednictvim sekrece IL-10 a TGFp (Broere F. et al., 2011).

Po terapii mATG doslo v nasem experimentu Kk vzestupu populace Tregs, a to jak ve
splenocytech, tak i pankreatickych lymfatickych uzlindch. Vliv podavéni anti T-
lymfocytarni 1é¢by na populaci regulacnich T-lymfocytu, ktery byl prokazan v klinickych a
experimentalnich studiich in vitro i in vivo (Feng X. et al., 2008; Lopez M. et al., 2006).
Ve shod¢ s daty publikovanymi jinou skupinou (Simon G. et al., 2008), jsme zaznamenali
signifikantni nartst v populaci Tregs v buiikdch pankreatickych lymfatickych uzlin i
splenocytii. Tento vzestup byl nejvyraznéjsi do 3 dnti po podani mATG. Dle Xia (Xia C.Q.
et al., 2012) je to dano nizsi citlivosti Tregs na jejich odstranéni pii 16¢bé mATG zejména v
podskuping¢ pamétovych bunék. LepsSich vysledki by mohlo byt dosazeno del§im
podavanim mATG (Vergani A. et al., 2010). Ve stejné dob& jsme po podani mATG
zaznamenali i vzestup v hodnotach TGFp, ktery je dulezity pro vznik a zachovani Tregs.
Piimé dodani TGFP a IL-2 v podobé nanopartikuli je schopné navodit diferenciaci
naivnich FoxP3 negativnich CD4+ T-lymfocyta (McHugh M.D. et al., 2015). U gusperimu
nebyl zatim jeho vliv na Tregs publikovan. V nasi praci doslo v prub&éhu pokusu ve
skupiné léCené gusperimem k naristu Tregs ve splenocytech i pankreatickych
lymfatickych uzlinach. Ke stejnému efektu doslo i v ptipadé zkombinovani gusperimu se
sitagliptinem. Ve skupiné 1é¢ené sitagliptinem samotnym doslo naopak sedmy den pokusu
dokonce k mirnému poklesu Tregs. Ten by mohl byt dan schopnosti sitagliptinu tlumit
efektorovou Thl odpovéd’ a tim 1 niz$i naslednou aktivaci regulac¢nich T-lymfocyti.
Molekula CD26/DPP-IV se totiz vyskytuje v hojném mnozstvi prav€é na povrchu
aktivovanych Thl lymfocytd (Salgado F.J. et al., 2012). Sedmy den 1é¢by sitagliptinem

diabetickych mysi s nediabetickymi ¢i s mySmi, které dosahly remise, se populace Tregs

70



na konci pokusu ve splenocytech ani v pankreatickych lymfatickych uzlindch nijak
zasadn¢ neodliSovaly, ackoliv u vSech diabetickych zvifat doSlo k menSimu ¢i
vyraznéjSimu narustu v jejich populaci. Také Mellanby (Mellanby R.J. et al., 2007)
nezaznamenal rozdil v mnozstvi Tregs mezi diabetickymi a nediabetickymi NOD myS$mi.
Z téchto vysledki se zda, Ze jediny pozitivni vliv na populaci Tregs mélo podavani mATG.
Tento efekt byl ale patrny pouze v dobé jeho podavani. Vyssi hodnoty Tregs na konci
pokusu byly ve skupin¢ s MATG a Vv ostatnich diabetickych skupindch dény nejspiSe
zménami v imunitnim systému pfi diabetu samotném a snahou imunitniho systému o utlum
autoimunitni zanétlivé reakce. Ta se zda byt podavanim gusperimu spise udrZzovana nez
tlumena, jak je patrno dale z profilu genové exprese a z hodnot DPP-1V. Schopnost Tregs
ochranit dany organ proti autoimunitnimu poskozeni také vyzaduje jejich schopnost do ng;

vcestovat a usidlit se v ném (Feuerer M. et al., 2009).

Pomocné CD4+ T-lymfocyty hraji hlavni roli ve vzniku a regulaci autoimunitnich
onemocnéni. Ve vSech diabetickych skupinach doslo k mirnému poklesu po¢tu CD4+ T-
lymfocyt, ale nejvyraznéjsi pokles jsme zaznamenali jak ve splenocytech, tak v PLU u
diabetické kontrolni skupiny. Tento pokles zrcadlil navy$eni po¢tu CD8+ T-lymfocytu se
zvySenou expresi IL-1B. Na konci pokusu se proto odliSovala diabeticka kontrolni skupina
od skupiny skombinovanou lé¢bou, kde zlstala hodnota CD4+ T-lymfocytd ve
splenocytech beze zmény. V zastoupeni CD4+ T-lymfocytd v PLU se tyto dvé skupiny
neliSily. A neliSily se ani pfi porovnani s nediabetickymi myS$mi ¢i mySmi v remisi. Lécba
MATG vedla jako jedina knarGstu CD4+ T-lymfocytd jak ve splenocytech tak

pankreatickych lymfatickych uzlinach.

Efektorové CD8+ T-lymfocyty predstavuji hlavni bunécnou komponentu pfi autoimunitni
destrukci beta bunck Vv pozdé€jsi fazi onemocnéni. Z tohoto diivodu mohou zmény v
cetnosti CD8+ T-lymfocytl odrazet silu autoimunitni odpovédi. Ve vsech diabetickych
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skupinach, kromé skupiny mysi, které jsme podavali mMATG, jsme zaznamenali na konci
pokusu Vv pankreatickych lymfatickych uzlinach mirny nartst CD8+ T-lymfocytd. Tento
narast byl nejvyraznéjsi v diabetické kontrolni skupiné a nejspis byl dan zvySenou expresi
IL-1B. Velmi dramaticky pokles CD8+ T-lymfocytu zaznamenany po podani mATG muze
ukazovat kyZzeny utlum cytotoxické aktivity u lé¢enych mysi. P¥i podavani gusperimu jsme
nezaznamenali zadné zmény v poétu CD4+ ¢i CD8+ T-lymfocytd. Z prace Wanga (Wang
B. et al., 1996) vyplyva, ze gusperimus je schopen blokovat diferenciaci T-lymfocyti na
pocate¢ni urovni (jejich prekursory v thymu), ale nema zadny métitelny Gc¢inek na pozdni
vyvojova stadia T-lymfocytd a Ze plné dozralé periferni T-lymfocyty jsou jeho vlivu
uSetieny. To je ve shod¢ sndlezem, Ze gusperimus je schopen utlumit dozravani
efektorovych cytotoxickych T-lymfocytt, ale ne uZ jejich rozpoznavani antigenii nebo
projevy cytotoxické aktivity (Mochida-Nishimura K., Tokunaga T., 1996). Pozitivni efekty
gusperimu popisujici jeho vliv na sniZzeni poctu cytotoxickych T-lymfocytd navic
vychazeji z praci provadénych in vitro (Fujii H. et al., 1992) Beze zmén v zastoupeni
CD4+ ¢i CD8+ T-lymfocyti ve splenocytech bylo i podavéani gusperimu jesté pied
rozvojem diabetu (Strandell E., Sandler S., 1992). Pii sledovani vlivu gusperimu na
autoimunitni diabetes v podob& rekurence autoimunity po transplantaci ostravkd
diabetickym NOD ptijemcim se ukazalo, ze gusperimus nevede K lepsimu piezivani §tépu,
zatimco podavani anti-CD4 protilatky jeho piezivani vyrazné prodlouzilo (Stegall M.D. et
al., 1996). Taktéz podavani sitagliptinu nemélo vliv na mnozstvi CD4+ ¢i CD8+ T-
lymfocytd. Ve studii provedene na zdravych dobrovolnicich, kterym byl podavan
sitagliptin po dobu 28 dnt, také nebyly zaznamenany zmény v mnozstvi CD4+, CD8+ ¢i
Tregs. V prubéhu prvnich 3dnii podavani doSlo k nartistu pamétovych CD8+ (spolu se
vzestupem hodnot CD26) bunék, ale tento efekt nebyl trvaly (Price J.D. et al., 2013).

Hodnoty CD8+ T-lymfocyti spolecné s Tregs byly sice u vSech diabetickych mysi lehce
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zvyseny v porovnani s nediabetickymi, ale bez signifikance. Zadny signifikantni rozdil

jsme v hodnotach CD4+, CD8+ ¢i Tregs nezaznamenali ani v porovnani s mySmi v remisi.

V ¢em se ale mysi v remisi odliSovaly od ostatnich diabetickych mysi byly koncentrace
TGFB a DPP-IV v krvi. Stézejni funkci TGFp je udrZzovani tolerance pomoci regulace
proliferace, diferenciace a piezivani efektorovych T-lymfocyti, zachovani Tregs a dale
také ovlivnéni chemotaxe (Sherry N.A. et al., 2007). U mysi i u lidi byla pozorovana trvale
Klesajici hodnota aktivniho TGFp v souvislosti s progresi diabetu (Olivieri A. et al., 2010).
Toto je velmi dulezité, nebot’ jsme zjistili, Ze u mysi, které dosahly remise, byly hodnoty
TGFP nejvyssi a vysoce prevySovaly hodnoty, které jsme naméfili u mysi léCenych
sitagliptinem samotnym. DPP-IV inhibitory v experimentech vykazuji silny supresivni
ucinek na produkci vétSiny prozanétlivych cytokinti a zvySuji produkci a sekreci TGFf
(Biton A. et al., 2006). Takovéto vysledky byly dosazeny pii ¢asné 1é¢bé autoimunitni
encefalitidy (Steinbrecher A. et al., 2001) nebo pii pozorovéani in vitro (Reinhold D. et al.,
1997). V nasi praci ale naopak doslo k velmi vyraznému snizeni hodnot TGFP pfi
podavani sitagliptinu. Nizsi byly také plazmatické hodnoty TGFp u zdravych dobrovolniki
léCenych po dobu 28 dna sitagliptinem oproti pacientim s placebem, i kdyz
nesignifikantng. Jak sam autor poznamenava, u pacientti s chronickou imunitni aktivaci
mohou byt imunitni u¢inky sitagliptinu vice patrné (Price J.D. et al., 2013). Také Tian
nezaznamenal pii podavani inhibitoru DPP-IV NOD myS$im, u kterych nebylo dosazeno
remise, narust v hodnotach TGFp (Tian B. et al., 2009; Tian L. et al., 2010). Nizsi hodnoty
TGFB méla skupina 1é¢ena sitagliptinem i v porovnani s diabetickou kontrolni skupinou.
Pozitivni vliv na koncentraci TGFp, ve smyslu jejiho zvySeni, mélo podani mATG, coz je
V souladu se zménami v imunitnim systému a metabolickymi efekty. Tento efekt byl vSak
patrny jen 7. den pokusu. Hodnoty TGFf se zdaji byt nezavislé na mnozstvi Tregs a zdaji

se mit nejlepSi vypovidajici hodnotu o nastaveni imunitni reakce ¢i o UspéSnosti 1€Cby.
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Chen (Chen G. et al., 2008) ze svych dat také vyvozuje, ze TGF ma hlavni roli v anti-
CD3 zprostfedkovaném zvraceni diabetu a opétovném navozeni tolerance nezavislém na
Tregs. Také genova terapie TGFp diabetickych NOD mysi zatavuje autoimunitni destrukci
ostrivkl, usnadnuje obnoveni funkce beta bunck a 1¢¢i manifestni diabetes. Tento
ochranny 0c¢inek je spojen s nalezem Tregs mezi bunikami tvoticimi infiltrat obklopujici
ostruvky (Luo X. et al., 2005). Z vysledkii a dostupné literatury se zda, Ze zvySené hodnoty
TGFB mohou vést ke zvySeni poctu Tregs s jejich imunoregulaénim plsobenim piimo
V pankreatu, ale ze zvySené hodnoty Tregs ve splenocytech ¢i PLU nevedou ke zvySeni
plazmatickych hodnot TGF( a navozeni remise. Zdrojem TGFp muze byt virtudlné
kterakoliv buiika. V dobé€ odeznivajiciho zdnétu jsou jednim z moznych zdroji makrofagy
fagocytujici apoptotické buiky, coz vede k utlumu sekrece prozanétlivych cytokint (Fadok
V.A. et al., 1998; McDonald P.P. et al., 1999) v tomto pfipad¢ autokrinni ¢i parakrinni
cestou, nebot’ tento pokus byl provadén in vitro. Velmi dllezity je ale fakt, Ze in vivo se
exprese TGFp a jeho uvolnéni leukocyty v dobé odeznivajiciho zanétu snizuje pii podani

NF-kB inhibitora (Lawrence T. et al., 2001).

w1

imunomodula¢nimi u¢inky. Je schopen tlumit produkci prozanétlivych cytokinii a navozuje
anergii u T-lymfocytt. IL-10 také zastavuje vyvoj dendritickych bunék a dozravani
makrofag (Goudy K.S. et al., 2003). | exprese 1L-10 byla u mysi 1écenych sitagliptinem
ze vSech skupin nejnizsi. Snizena exprese IL-10 i TGFp je velmi pravdépodobné dana
utlumem NF-kB, ktery jsme pfi podavani sitagliptinu zaznamenali. Snizeni exprese IL-10
po inhibici NF-kB publikovala ve své praci Ferreira (Ferreira V. et al., 1999). Naopak u
skupiny léCené gusperimem byla exprese IL-10 signifikantné zvySena v porovnani se
skupinou 1é¢enou sitagliptinem. Coz bylo patrné dano snahou o utlum dlouhotrvajici

zanétlivé reakce. Pii zanétlivé reakci je pro organismus velmi dulezité jeji vcasné
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ukonceni, aby nedochazelo k nadmérnému poskozeni tkani. Negativni zpétnou vazbu pfi
aktivaci NF-kB zajistuje zejména jeho inhibitor (IkB). Clenem skupiny IkB je protein Bcl-
3, ktery zprostiredkovava utlum prozanétlivych genti a také usnadnuje expresi
protizanétlivého genu IL-10 (Hayden M.S., Ghosh S., 2011). Utlumeni NF-kB v prub¢hu
odeznivani zanétu muze prodlouzit zanétlivy proces a zabranit spravné obnové tkané
(Lawrence T. et al., 2001). SniZena intensita exprese NF-kB1 v sitagliptinem 1é¢ené
skuping, které byla signifikantni v porovnani se skupinou lé¢enou gusperimem, dava

mozné vysvétleni rozdilu v intensitach exprese IL-10 u téchto dvou skupin.

Aktivace transkripéniho faktoru NF-kB je zasadni pro produkci cytokint, chemokind,
rastovych faktord a pieziti aktivovanych bunék imunitniho systému. NF-kB blokuje
bunéénou smrt navozenim transkripce gent kodujicich anti-apoptotické (Bcl2) a
antioxidac¢ni proteiny (Baldwin A.S., 2012; Lawrence T. et al., 2001). Je to hlavni regulétor
vrozené i ziskané imunity a zanétlivé odpovédi (Vallabhapurapu S., Karin M., 2009).
Nuklearni faktor kappa B (NF-kB) je obecny termin pro transkripéni faktor tvofeny hetero-
¢i homodimerizaci proteini skupiny rel. Skupina rel se sklada z péti bilkovin: RelA, RelB
a cRel, které obsahuji transaktiva¢ni doménu, a z p50 a p52, které vznikaji posttransla¢ni
upravou prekurzorovych proteinii p105 (NF-kB1) a pl00 (NF-kB2). NF-kB je obvykle
drzen v cytoplazmé v inaktivni formé prostfednictvim vazby s inhibi¢nim proteinem
skupiny IkB. Kuvolnéni NF-kB z vazby a jeho pfesunu do jadra dochazi v disledku
aktivace IkB kindzy (IKK) ptsobenim prozanétlivych stimult jako je TNFa ¢i IL-1.
Nésledné fosforylace molekul IkB vede k jejich degradaci v proteozomu. IKK se sklada ze
tii podjednotek: a, f a L. IKK-p je zodpoveédna za aktivaci NF-KB v reakci na prozanétlivé
stimuly (Brenner D. et al., 2015; Lawrence T. et al., 2001; Vallabhapurapu S., Karin M.,
2009; Hayden M.S., Ghosh S., 2011). ZvySena aktivace NF-kB ve skupiné 1éCené

gusperimem byla patrna ze zvysené intensity genoveé exprese IKK-B (Ikbkb), coz vedlo ke
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zvySeni genové exprese Bcl2 pii porovnani s diabetickou a zejména nediabetickou

kontrolni skupinou.

Dalsi znamkou zvySené prozanétlivé aktivace byla ve skupiné 1é¢ené gusperimem zvySena
intensita exprese TNFa oproti nediabetické kontrolni skupiné. TNFa je cytokin s Sirokym
spektrem u¢inka dulezitych v rozvoji diabetu. Kratkodobé podavani protilatky proti TNFa
u NOD mysi s tésnou kontrolou diabetu vede k navozeni tolerance k vlastnim antigentm,
normoglykeémii a k normalni inzulinové signalizaci (Koulmanda M. et al., 2012). Je to
silny mediator zanétu, podnécuje bunky endotelu k tvorbé leukocytarnich adhezivnich
molekul (E-selektin, VCAM, ICAM), zvySuje vystaveni molekul MHC | na povrchu
velkého mnozstvi riznych bunék (O'Garra A. et al., 1997). Navic jako ukazkovy ¢len
rodiny tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) je jednim z neja¢innéjsich aktivatort klasické

NF-kB signalizace (Vallabhapurapu S., Karin M., 2009).

Pii sledovani infiltrace ostrivku imunitnimi bunikami jsme v prib¢hu €asu pozorovali jeji
pokles, coz odpovidalo snizujicimu se mnozstvi beta bunék zbyvajicich v ostruvcich. Z
vysledkl ziskanych v rtiznych Casovych usecich miizeme vyvodit, Ze pokles v infiltraci
imunitnimi bunkami je pravdépodobné zplsoben spiSe niz§im vyskytem antigenii
pochézejicich z beta bunék nez samotnou 1é¢bou, jak se ve své praci domniva Tian (Tian
L. et al., 2010). Vyrazny pokles ve skdre infiltrace ostruvki ve skupiné s kombinovanou
1é¢bou se zda byt zplsoben vyssi prozanétlivou aktivaci jiz v Gvodu studie s naslednym
rychlym zanikem beta bunék. Tomu by odpovidal i nejvyraznéjsi vzestup v mnozstvi alfa
bun¢k. Diky poklesu ve skore infiltrace ostrivku ve vsech diabetickych skupinach nebyl na

konci pokusu zaznamenan rozdil pii porovnani s nediabetickou kontrolni skupinou.

Mnohem citliv§jsi ke sledovani zmén v infiltraci ostrivkl je sledovani zmén

v jednotlivych stupnich infiltrace. Pti terapii mATG doslo 7. den k vyraznému zesileni
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infiltrace ostrivkd imunitnimi buiikami. Vzhledem k vyraznému poklesu CD8+ T-
lymfocyti a naopak naristu Tregs spolu se zvySenim hodnot TGFP byl tento infiltrat
nejspise tvoren Tregs ve snaze ochranit beta buiiky a utlumit mistni zanétlivou reakci. Na
konci studie uz se skupina lé¢end mATG neliSila od ostatnich. Pii podavani samotného
gusperimu nedoslo k poklesu ve stupnich infiltrace. V pracich, kde byl podavan jesté pied
rozvojem diabetu, se ukazalo, Ze nezabranuje usidleni autoreaktivnich bun¢k v pankreatu,
ale ze spiSe tlumi in situ jejich funkci (Strandell E., Sandler S., 1992; Di Marco R. et al.,
1996). V ptipad¢ manifestniho diabetu, jak tomu bylo v naSem pokusu, vedlo podavani
gusperimu k udrzovani zanétlivé infiltrace i pfes zanik beta bunék. Coz bylo patrné dano
delSim prezivanim 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 pfitomen ve zvySené mife 4. stupen infiltrace, ktery byl
v nediabetické skuping¢ ale spojen s pfitomnosti jesté funkénich beta bunck. U NOD mysi
je znamo, ze zanétliva infiltrace ostrivkl stoupa s vékem zvifat (Makino S. et al., 1980).
V diabetické kontrolni skupiné doslo na konci pokusu k poklesu tize postizeni ve stupnich
infiltrace v porovnani s nediabetickou kontrolni skupinou a s hodnotami na pocatku studie.
Nejvyraznéjsi byl pak tento pokles u skupiny lécené sitagliptinem a kombinovanou 1é¢bou
v porovnani s nediabetickou kontrolou. To bylo patrné dano nejvyrazné€j$im poSkozenim
beta bun¢k podavanim sitagliptinu. U skupiny s kombinovanou 1é¢bou byla vyrazna

-----

narust infiltrace patrny 7. den nasledovany poklesem do konce pokusu.

V dobé¢ vytvateni projektu pokusu jsme predpokladali, ze zmény v mnozstvi beta bunck v
pankreatu by mohly byt dileZitym ukazatelem Uc¢inku 1écby. NaSe zjiSténi ovSem ukdzala,
ze v dob¢ manifestace diabetu a zatazeni mysi do pokusu byla jiz vétSina beta bunck

zni¢ena a bylo témétf nemozné popsat zmény v jejich mnozstvi. Ze vSech studijnich skupin
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pouze lé¢ba MATG se zda byt jedinou s G¢inkem na mnozstvi beta bunék. Nicméné
vzestup v mnozstvi beta bun€¢k nebyl nikterak vyrazny a odpovidal nizkému vyskytu
remise diabetu. Tento narst mohl byt zptisoben pouze regranulaci stavajicich beta bunék,
nikoli jejich novotvorbou, jak ve své praci poukazuje Sherry (Sherry N.A. et al., 2006).
Tyto beta buiky jsou pfitomny v pankreatu v dobé diagnozy diabetu, ale nejsou
detekovatelné béznym barvenim na inzulin, protoze doslo k jejich degranulaci.
Vhodnéjsim prostfedkem k posouzeni mnozstvi beta bun€k se v tomto ptipadé¢ jevi barveni
na GLUT2 (glukdézovy transportér 2). Ze soucasnych poznatk, a je to i ve shodé s nasimi
nalezy, vyplyva, ze 1é¢ba DPP-IV inhibitory nema u starSich hlodavci ¢i u lidi vliv na
zachovani ¢i zmnoZeni beta bunék, jak se plivodné ptedpoklédalo z pokust provadénych

na mladych hlodavcich (Drucker D.J., 2013).

Narist v mnozstvi alfa bun€k zaznamenany ve vSech skupinach je v souladu s
predpokladem, Ze zniené beta bunky jsou nahrazovany nartstajicim mnozstvim alfa
bunék (Li Z. et al., 2000; Takeda Y. et al., 2012). Replikace alfa bun¢k provazena
zvySenim mnozstvi glukagonu ma nejspisSe zasadni roli v novotvorbé beta bun€k parakrinni
cestou, nebot’ pankreaticky glukagon je potiebny k jejich tvorbé a diferenciaci (Prasadan
K. et al., 2002). Ve skupin¢ 1é¢ené sitagliptinem a ve skupin¢ s kombinovanou 1é¢bou byl
tento narlst nejvyznamngéjsi. Moznym vysvétlenim je mechanismus ptisobeni sitagliptinu i
na alfa bunky, ve kterych tlumi sekreci glukagonu s moZnym kontraregulacnim
mechanismem v podob¢ jejich zmnozeni. Dal§im vysvétlenim muize byt, ze exprese GLP-1
receptoru vyrazné naristd 15 den embryondlniho vyvoje a je ve zvySené mife pfitomna
v dosp€lém pankreatu (Prasadan K. et al., 2002). To také mohlo vést k vyraznéj$imu
zvétSeni masy alfa bun¢k pii podavani sitagliptinu. Vzestup v replikaci alfa bun¢k pii
podavani sitagliptinu publikoval také Ansarullah (Ansarullah et al., 2013). Alfa buiky

mohou byt 1 pfimym zdrojem novych beta bunék jejich transdiferenciaci. U dospélych
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mys$i byla zaznamenana pieména alfa bunék v beta bunky pfi jejich extrémni ztraté (Thorel
F. et al., 2010). I u lidi byl po roce podavani sitagliptinu zaznamenan narast v mnozstvi
alfa bunék (Butler A.E. et al., 2013). Mechanismus zmnoZeni neni piesné znam, protoze se
v alfa bunikach nepodafilo zachytit antigen Ki-67 (Drucker D.J., 2013). Ani ndm se
v naSem pokusu nepodaiilo zachytit pozitivitu Ki-67 spole¢né s barvenim na glukagon.
TaktéZ u beta bunék jsme nebyli schopni zachytit antigen Ki-67, dokonce ani ve skupinach
lé¢enych DPP-1V inhibitorem. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze barveni na Ki-67 nebo
jen kratkodobé znaceni pomoci BrdU (bromodeoxyuridinu) neni dostacujici k oznaceni
beta buné€k. U starSich zvifat ¢i u lidi je k u¢innému znaceni replikujicich beta bunék patrné

nutné dlouhodobé podavani BrdU (Tian L. et al., 2010).

Neocekavané nizky Gcéinek 1é¢by sitagliptinem muze byt, vedle negativniho ptisobeni na
NF-kB, vysvétlen také jeho vlivem na koncentraci DPP-IV v mysi plazmé. K naSemu
piekvapeni jsme zjistili, ze tlumici ucinek sitagliptinu byl pouze docasny v prubéhu
prvniho tydne, ackoliv byl 1€k podavan v prabéhu celé doby studie. Ve skupiné
s kombinovanou 1é¢bou byl narist v koncentraci DPP-IV oproti hodnotam pii podavani
samotného sitagliptinu o néco opozdénéjsi. V praci publikované Makdissim se vyrazny a
trvaly vzestup v koncentraci DPP-1V objevil druhy tyden studie, kdy byl pacientim
s diabetem mellitem 2. typu podavan sitagliptin. Tento nartst neni dan ztratou inhibi¢niho
ucinku sitagliptinu na enzymatickou aktivitu DPP-1V, ktera zGstava utlumena, ale nartistem
plasmatické koncentrace DPP-IV v podob¢ proteinu (Makdissi A. et al., 2012). Nicméné
pii diabetu dochazi k vzestupu v aktivité¢ DPP-1V, jak jiz bylo popsano u lidi (Mannucci E.
et al., 2005). Stejny nélez byl publikovan také u NOD mysi, kdy diabetické mysSi mély
vys§i hodnoty v aktivit¢ DPP-IV oproti nediabetickym (Kim S.J. et al., 2010). Moznym
vysvétlenim je opét kontraregula¢ni mechanismus, kdy u diabetickych mysi byly nalezeny

zvySené hladiny plazmatického GLP-1 v porovnani s nediabetickymi (Rydgren T. et al.,
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2012), coz patrné vede k zvysené aktivit¢ DPP-1V. Pti porovnani s nediabetickou kontrolni
skupinou méla nejvyssi hodnoty koncentrace DPP-IV na konci pokusu skupina l1é¢ena
gusperimem. Muze to byt dano pravé vyssi prozanétlivou aktivaci pii podavani gusperimu,
nebot’ aktivované T-lymfocyty vykazuji na svém povrchu zvySené mnozstvi molekul
CD26/DPP-1V (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 skupindm
sniZzeny. Nejvyraznéjsi byl tento rozdil opét v porovnani se skupinou lé¢enou gusperimem,
naopak bez signifikance byl rozdil vici skupiné s kombinovanou 1é¢bou. U pacientii
s DM1 v ¢astecné klinické remisi byly nalezeny signifikantné niz8i 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 pacienti s DM1 mozna neni

nartist hodnot GLP-1 tpln¢ zadouci.

Z koeficientli asimilace glukdzy se jednotlivé skupiny mezi sebou neliSily. Dle prabéhu
glykemickych kiivek v pribéhu IPGTT lze vyvozovat, Ze nejhlife reagovaly beta bunky
mysi, jez dostavaly sitagliptin. Tento jev mohl byt dan vétsimi naroky na beta bunky pii
podavani sitagliptinu. Vycerpané beta buiiky pak jiz nejsou schopné reagovat na dalsi
zat¢z. Ze studie REPAIR-TID vyplyva, Ze podavani sitagliptinu s lansoprazolem
pacientim s Cerstvym zachytem diabetu vedlo k zvySené potieb¢ inzulinu s moznym
rizikem, ze podavani DPP-IV inhibitoru s inhibitorem protonové pumpy miize spise zhorsit

nez snizit poskozeni beta bun¢k (Griffin K.J. et al., 2014).
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Zavéry a zhodnoceni cili a hypotéz prace

Cil préce

Zjistit, zda zkombinovanim latky s imunosupresivnim G¢inkem (MATG, gusperimus),
s latkou, ktera podporuje obnovu pankreatickych beta bunék (sitagliptin), dojde ke

zpomaleni ¢i zvraceni pribéhu diabetu u mysi. A jakym mechanismem dané latky pusobi.

Hypotéza ¢. 1

Podavani imunosupresivnich latek (MATG a gusperimus) povede k zastaveni ¢i ovlivnéni
autoimunitniho procesu. Dojde k patrnym zménam v imunitnim systému s ochranou beta

bunék pankreatu a ptipadné remisi jiz rozvinutého diabetu.

Ad hypotéza ¢. 1

Zjistili jsme, Ze navzdory jasnému imunomodula¢nimu U¢inku, ktery se projevil naristem
regulaénich a CD4+ T-lymfocyti, poklesem CD8+ T-lymfocytd a vzestupem sérové
hodnoty TGFpB, neni podavani samotného mATG dostate¢né G¢inné k potlaceni plné
rozvinutého diabetu. Imunomodulaéni u¢inky gusperimu byly odrazeny ve zméné profilu
genove exprese splenocytt, kde se projevily zvySenou intensitou exprese genti komplexu
nukleéarniho faktoru kappa B, Bcl2, Tnf a 1110, ale dalsi prubéh pokro¢ilého autoimunitné
podminéného diabetu ovlivnily spiSe negativné. Tim se tato lécba neodrazila v ndmi

pozadovanych a ocekavanych metabolickych efektech.
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Hypotéza ¢. 2

Podavani inhibitoru dipeptidyl peptidazy IV (DPP-1V) (sitagliptinu) povede k
morfologickym zménam endokrinniho pankreatu S moznou regeneraci ¢i proliferaci beta

bun¢k. Zaznamename také zmény v imunitnim systému.

Ad hypotéza ¢. 2

Inhibice aktivity DPP-IV sitagliptinem nevedla k podpoie regenerace pankreatickych beta
bunék, ale doslo ke zmnoZeni alfa bunék pankreatu, které mohou za urcitych okolnosti
slouzit jako jejich prekurzor. Bez soucasného podavéani inzulinu dochazi pifi podavani
sitagliptinu  k nadmérné zatézi zbyvajicich beta bunék, coz naopak vede Kk jejich
intensity exprese genu pro Nfkbl, ale soucasné tlumi tvorbu dulezitych imunoregulaénich

cytokinti (IL-10 a TGFp), které jsou dilezité pro navozeni remise.

Hypotéza ¢. 3

Uginek kombinované 1é¢by povede k lepsim vysledkiim nez podavani vybranych latek
samostatné. V piipad¢ uspésného potlaceni autoimunity imunosupresivnimi latkami dojde

vlivem podavani sitagliptinu k podpofte proliferace beta bun¢k s obnovenim jejich masy.

Ad hypotéza ¢. 3

Zkombinovanim 1éEby jsme nedosahli lepsich vysledkd nez pii podavani vybranych latek
samostatné, nebot’ gusperimus nevedl k potlaceni autoimunitniho procesu, jak jsme
pivodné ocekavali. Gusperimus v nasem experimentu nebyl schopen zvratit jiz rozbéhlou

zanétlivou reakci a zvysledki se zda, Ze ji spiSe udrzuje. Sitagliptin sice tlumi
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prozanétlivou aktivaci, ale vede k zaniku beta bunék jejich nadmérnym zatizenim. Navic

také tlumi navozeni mozné regula¢ni odpovédi poklesem plazmatickych hodnot TGFp.

Zavér a zhodnoceni prace

V ptipadé¢ jiz manifestniho diabetu se Zadna z testovanych terapii nejevi dostate¢né ucinna
k jeho zpomaleni ¢i dokonce zvraceni priubéhu choroby a ani zkombinovanim dvou odlisné
pusobicich latek se nepodatilo dosdhnout lepsich vysledkt. 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 TGFp a zadouci zménu v subpopulacich T-lymfocyti jsme zaznamenali pouze
pfi podavani mATG. Gusperimus naopak udrzoval zanétlivy proces v aktivni fazi se

zvySenou hodnotou DPP-1V.
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Souhrn v ¢eském jazyce

Nejvyraznéjsi imunomodulaéni efekt na jiz manifestni autoimunitni diabetes mél mATG.
Jeho podavani vedlo k vyraznému poklesu CD8+ anariustu CD4+ T-lymfocytd a
regulaénich T-lymfocyti ve splenocytech a buiikach pankreatickych lymfatickych uzlin a
vzestupu koncentrace TGFp. Tyto imunomodula¢ni efekty ale nebyly trvalé. Kratkodobé

podavani samotneho mATG nebylo tedy dostate¢né Gi¢inné v obdobi jiz plné rozvinutého

diabetu.

Naproti tomu gusperimus podavany v dob¢ jiz manifestniho diabetu zanétlivou reakci spise

podporoval a udrzoval, jak je patrno z profilu genove exprese splenocytti.

Inhibitor DPP-1V (sitagliptin) podavany u plné rozvinutého autoimunitniho diabetu
vykazoval protizanétlivé ucinky, ale soucasné branil rozvoji regulacni odpovédi utlumem
sekrece TGFB a exprese IL-10. Jeho podavani také nevedlo ke znatelné stimulaci
regenerace beta bun¢k pankreatu a naopak se zdalo byt pro beta bunky spiSe Skodlivé.

Navic koncentrace DPP- IV po tivodnim poklesu nasledné kontinualné stoupala.

Ani ve skupiné s kombinovanou terapii jsme nepozorovali zlepSeni méfenych parametrt

Vv porovnani s ostatnimi skupinami.

Vzhledem k tomu, Zze hodnoty regula¢nich T-lymfocyti se u mysi v remisi neliSily od
hodnot naméfenych u ostatnich diabetickych zvifat, nemizeme tento parametr povazovat
za dulezity pro dosazeni remise. Vhodné&jsi laboratorni ukazatele korelujici s nastolenou
remisi byly zvySena koncentrace TGF[ a nizka koncentrace DPP-IV v krvi. Zejména
hodnoty koncentrace DPP-1V se zdaji byt na zaklad¢ vysledki naSeho experimentu
dobrym ukazatelem miry aktivace diabetogennich T-lymfocyti a mohly by tak slouzit

Kk monitoraci uspé&Snosti terapie, ¢i jako markr aktivovanych T-lymfocytu.
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Souhrn v anglickém jazyce

The most pronounced immunomodulatory effect on overt type 1 diabetes had mATG. Its
administration let to a marked decrease of CD8+, increase of CD4+ T-lymphocytes and
Tregs in splenocytes and pancreatic lymph node cells and increased concentration of TGFf3
in blood. However, these immunomodulatory effects were not durable. Therefore, the short

term administration of mMATG alone was not efficient in treatment of overt diabetes.

On the other hand, gusperimus administered in terms of fully developed diabetes facilitated
and maintained the inflammatory reaction as can be concluded from the gene expression

profile in splenocytes.

Inhibitor of DPP-1V (sitagliptin) displayed anti-inflammatory effects but concomitantly
hampered the regulatory response by the decreased secretion of TGF and expression of
IL-10. Its administration also did not cause an apparent stimulation of beta cell
regeneration and conversely was seemed to be harmful for beta cells. Moreover, the

concentration of DPP-1V kept rising after preliminary decrease.

In the combined group we did not observe any improvement in tested parameters when

compared to the other groups.

The values of regulatory T-lymphocytes in mice with remission were almost the same as in
other diabetic animals. With regard to that, we cannot consider this parameter important
for remission achievement. More suitable laboratory parameters correlating with remission
were increased concentration of TGFB and low concentration of DPP-IV in blood.
According to the results of our experiment, the DPP-IV concentration values seems to be a
suitable marker of diabetogeneic T-lymphocytes activation and the DPP-IV concentration
in blood could be potentially used for monitoring of the therapeutical effect or as a marker

of activated T-lymphocytes.
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Immunoregulatory Effect of Anti-thymocyte Globulin Monotherapy on

Peripheral Lymphoid Tissues of Non-obese Diabetic Mice

L. Vargova, K. Zacharovova, E. Dovolilova, L. Vojtova, and F. Saudek

ABSTRACT

Objective. Experimental and clinical studies have shown that autoimmunity-causing
diabetes may be abrogated by immune intervention. Several anti-T-lymphocyte antibodies
focus on distinct T-cell targets. We tested the effect of murine anti-thymocyte globulin
(ATG; Genzyme, Framingham, MA) in peripheral lymphoid organs of non-obese diabetic
(NOD) mice after the onset of hyperglycemia.

Methods. Diabetic NOD mice were treated with two doses of ATG (1 mg totally) or
maintained without treatment as controls. Blood glucose levels were monitored twice a
week. The mice were terminated at day 0, 7, 14, or 28 after the initiation of the study.
Subpopulations of T-lymphocytes and FoxP3+ (forkhead box P3 positive) regulatory
T-cells were analyzed among elements isolated from the spleen and pancreatic lymph
nodes.

Results. Mice with blood glucose levels greater than 13 mmol/L were included in the
study. Diabetes remission occurred in 16% (3/19) of mice treated with ATG. Only one case
of remission was observed in the control group (6%; 1/16). ATG therapy a significantly
decreased the CD8+/CD4+ T-lymphocyte ratio. Among splenocytes, a significant differ-
ence was detected only on day 7 (0.069 versus 0.198 T-lymphocyte ratio); in lymph nodes,
a decrease was observed on day 28 (0.21 versus 0.51 T-lymphocytes ratio). The regulatory
T-cells population increased after ATG administration compared with the control group at
day 7 (16.2% versus 10.8% in CD4+ splenocytes; 20.7% versus 10.3% in CD4+ lymph
node cells). However, the increased FoxP3+ cell population was not durable.
Conclusions. ATG treatment of diabetic NOD mice showed an immunoregulatory effect
in peripheral lymphoid tissue with a significantly deceased CD8+/CD4+ ratio, which,
however, did not normalize the metabolic parameters in a short period after the onset of

overt diabetes.

EVERAL groups have reported positive effects of
anti-thymocyte globulin (ATG),' anti-lymphocyte se-
rum,” or anti-CD3 antibody” therapies to treat newly estab-
lished autoimmune diabetes in experimental models as well
as in humans.*> Anti-lymphocyte therapy has been shown
to retard the progression of B-cell loss maintaining or
improving insulin production. Responses were also associ-
ated with a change in the ratio of CD4+ T cells to CD8+
T cells.® Recently this treatment has been reported to
rapidly expand CD4+ CD25+ FOXP3+ T cells.” Accord-
ing to ClinicalTrials.gov, several randomized prospective
studies with the use of humanized anti-CD3 antibodies or
ATG in type 1 diabetes of recent onset are currently in
progress.” At present, our group has performed a random-
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ized prospective clinical study using polyclonal anti-T-cell
globulin.” Only a few experimental studics have been
performed in diabetic mouse models. As they are more
relevant to clinical studies in humans with recent onset of
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diabetes, we sought to examine the efficacy to cure diabetes
of murine anti-thymocyte globulin (mATG) in diabetic
non-obese diabetic (NOD) mice. In contrast to previous
studies, we investigated the effects of therapy on peripheral
lymphoid tissues, which may be important to re-establish
immune tolerance in diabetes.

METHODS
Mice and Monitoring for Diabetes

Female NOD mice (strain NOD/Shil.tJ) were housed in special-
ized ventilated breeding boxes equipped with air filtration, and
provided with autoclaved water and food ad libitum. Blood glucose
levels were measured from the tip of the tail. Mice with glycemia
levels greater than 13 mmol/L after two consecutive measurements
were included in the study groups. Treatment was initiated within
1 week from the diabetic manifestations (blood glucose level = 13
mmol/L). The age of the mice included in the study was 12 to 30
weeks. Diabetic mice were randomized into four groups with
termination at days (, 7, 14, and 28 after the initiation of the study.
Blood glucose levels were monitored twice a week throughout the
study period. No exogenous insulin was administered. This study
was approved by the local Committee for the Protection of Animals
Against Cruelty.

ATG Administration

Diabetic NOD mice were treated with two doses of intraperitone-
ally administrated mATG (Genzyme, Framingham, MA) at days 0
and 4 (1 mg totally) or maintained without treatment as controls.

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test

Intraperitoneal glucose tolerance testing (IPGTT) was performed
on day 24. After overnight fasting, glucose (1 mg/g body weight)
was provided by intraperitoneal injection of 10% glucose solution.
Blood glucose values were obtained at 0, 10, 20, 30, 40, 50, and 60
minutes using a Performa Nano (Roche, Basel, Switzerland) meter.
We determined the coefficient of glucose assimilation.

Flow Cytometry

On the day of termination, the mice were sacrificed to remove the
spleen and pancreatic lymph nodes. Splenocytes isolated by mild
dissociation in Iscove’s modified Dulbeco’s medium were separated
by gradient centrifugation in Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). Lymph node cells were isolated by dissociation
of nodes through 60-pm mesh. Isolated cells were labelled for flow
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cytometric analysis. We used fluorescent antibodies against surface
antigens CD3, CD4, CDS, CD25 (A488 anti-CD3, eBioscience, San
Diego, USA; Qdot605 anti.CD4, Invitrogen, Eugene, USA; PerCP-
Cy5.5 anti-CD8, eBioscience; APC anti-CD25, produced in Insti-
tute of Microbiology ASCR, Prague, Czech Republic). Subse-
quently, the fixed cells were permeabilized (FoxP3 Staining Buffer
Set, eBioscience) with the intracellular antigen FoxP3 labelled
using a PE-conjugated antibody (eBioscience) for comparison
with staining using appropriate PE-conjugated isotype controls
(eBioscience). The labelled cells were analyzed using the flow
cytometer LSR II with FACSDiva software (BD, San Jose,
USA).

Subpopulations and CD4+ and CD8+ T-lymphocyte ratios were
determined as well as FoxP3+ regulatory T-cells analyzed among
the CD3+ CD4+ CD25+ cell population.

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using the Student ¢ test. All data

are presented as mean values + standard deviation. P values < .05
were deemed significant.

RESULTS

Mice with blood glucose levels higher than 13 mmol/L after
two consecutive measurements were included in the study.
Diabetes remission (sustained glycemia at levels less than
13 mmol/L) occurred in 16% (3/19) of mice treated with
ATG. In all of them, the pre-treatment blood glucose was
15.6 mmol/L and less. Only one case of remission was
observed in the control group (6%: 1/16; Fig 1). Mice were
maintained without exogenous insulin administration. Al-
though the IPGTT was out of normal range in all diabetic
animals, the coefficient of glucose assimilation was signifi-
cantly higher among the ATG group (0.36 versus 0.12
mmol/L/min; P < 05).

We observed the effect of polyclonal anti-lymphocyte
antibodies on the ratio of cytotoxic and helper T-cells
populations. ATG therapy lead to a significant decrease in
CD8+/CD4+ T-lymphocyte ratio compared with the con-
trol group. Among splenocytes, a significant difference was
detected only on day 7 (0.069 in mATG group versus 0.198
in control group, P = .001); whereas lymph node cells
showed a decrease even on day 28 (0.21 in mATG group
versus (.51 in control group, P = .003) Similarly, the

a) 40 - - b) 40
Fig 1. Glycemia (A) after mATG 30 30
administration, (B) control group. § y ~
Data represent blood glucose 20 20 /7&<
values from individual animals. E —] 3
Bottom line represents our 10 10
threshold of initial glucose level
crucial for remission. Upper line 0 0
represents glucose levels up to - —
35 mmol/L. All the animals did not 0 4 7 10 1417 2124 28 0 4 7 10 1417 2124 28
receive any exogenous insulin. day day
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Fig 2. CD8+/CD4+ T-lypho-
cyte ratio after mATG administra-
tion. ATG therapy lead to a signifi-
J cant decrease of CD8+/CD4+
T-lymphocyte ratio within the
mATG group in comparison to
pre-administration values. (A) In
splenocytes, a significant differ-
ence was detected only on day 7
(0.22 at day O versus 0.069 at day
7, P < .001) (B) In lymph nodes, a
decrease was found even on day

cwnigioe ¢ o

o o

14 28 0
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differences were detected within the mATG group com-
pared with pre- administration values (Fig 2).

The regulatory T-cell population (Treg, % of FoxP3+
cells among the CD4+ cells) was significantly increased
after ATG administration among splenocytes, namely, from
9.1% at day 0 to 16.2% at day 7 (P = .03). On day 14, the
FoxP3+ population was still increased (15.8%, P = .02) but
at day 28 they had decreased to 12.2%. Among control
group the Treg population among splenocytes was constant;
namely, 9.6% at day 0, 10.8% at day 7, 9.7% at day 14, and
10.3% at day 28. However, the difference between the
mATG and the control group was significant only on day 14
(P = .02). Among lymph node cells, the Treg population
was also increased after mATG administration from 8.1%
to 20.7% at day 7 (P = .0008). The gradual decrease in the

7

28 (0.43 at day 0 versus 0.21 at day
28; P < .001). [ represents mean
value, % represents P value < .05.

14 28

Treg population during this time was lower than among
splenocytes and Treg population kept higher from day 0 to
day 28; 14.6% at day 14 (P = .008), and 13.5% at day 28
(P = .03; Fig 3). However, because the mild increase in the
Treg population among the control group, a significant
difference between groups was only detected at day 7 (P =
.001) The Treg population in controls was 8.2% at day 0,
10.3% at day 7, 11.2% at day 14, and 12.1% at day 28.

DISCUSSION

ATG treatment of diabetic NOD mice showed only partial
metabolic improvement among already hyperglycemic
NOD mice. Most of the successful studies were performed
previously on pre- diabetic mice. Of the 463 agents evalu-

. a) Splenocytes b) Lymph node cells ¢) Control splenocytes
F . Lo ¥
; o <005 W ;——? 1
q_ | :
© 25 lﬁ. ]
8 .
+ 20 . . ’
& s ® °
gl § 9 s v é] s
+ [ °
g 10 ? Y o ' ﬁ !I Q @
£ L 3 d | :
® 0 7 14 28 0 7 14 28 0 7 14 28
day after mMATG administration day after initiation

Fig 3. Regulatory T-cell population after mATG administration in splenocytes (A), in lymph node cells (B) and in splenocytes (C) of
control group. Population of the regulatory T-cells was increased after mATG administration in comparison to the control group and
within the mATG group in comparison to pre-administration values as well. In splenocytes, the increase of regulatory T-cells was
significant only 2 weeks after mATG administration (9.1% at day O versus 15.8% at day 14; P = .02). In lymph node cells, the increase
was significant until the end of the experiment (8.1% at day 0 versus 13.5% at day 28; P = .03). In the control group, the FoxP3+
population did not change. [ represents mean value, % represents P value < .05.
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ated in the intervention diabetic studies, only 23 protocols
were initiated in diabetic NOD mice with 16 considered
successful.'® Also, a failure of ATG treatment to reverse overt
diabetes was recently published, Our results are consistent
with recently published data using ATG treatment of acute
virally induced rat insulin promoter—lymphocytic choriomen-
ingitis virus (RIP-LCMV). In this study, mATG did not
reverse diabetes among newly diabetic RIP-LCMV mice.!"
Although ATG treatment alone did not cure diabetes, there
were metabolic effects.

We have experience with a clinical immunointervention
study using polyclonal rabbit anti-T-cell globulin adminis-
tered to new onset type 1 diabetes patients. The pilot study
comprised 25 subjects followed for 2 years who showed
considerable preservation of residual C-peptide production
and lower insulin requirements compared with a control
group. In addition, a sustained conversion of CD4+/CD8+
cell ratio in peripheral blood cells suggested an immuno-
regulatory effect. The effect seemed to be comparable to
that reported with the use of humanized monoclonal anti-
CD3 antibodies. Recently, we observed a significant in-
crease in FoxP3+ population for 9 months after ATG
administration (data not published). The Treg population
was assessed by flow cytometry on frozen samples of
lymphocytes obtained during the study. In clinical terms,
this was a unique result.”

In the NOD mouse model, an effect of mATG was shown
by a greater rate of diabetes remission which was dependent
on the blood glucose levels at the time of the mATG
administration namely initial glycemia less than 15.6
mmol/L. mATG produced a significant difference in glucose
assimilation rates. The efficiency of treatment depended on
the level of initial glycemia. A further relevant aspect for
treatment efficiency is the time between manifestation of
diabetes and treatment initiation.>"?

The main effect of mATG treatment was evident in
T-lymphocyte subpopulations. We observed that mATG
administration decreased the CD8+/CD4+ T-lymphocyte
ratio in splenocytes and pancreatic lymph node cells, favor-
ing Tregs. We confirmed an increase in the regulatory T-cell
population after mATG administration in splenocytes as
well as in lymph node cells. The influence of anti T-cell
therapy on the regulatory T-cell population has been shown
in clinical and experimental studies in vitro and in vivo.”?
Compared with data published by another group,' we
observed a significant increase in Tregs among pancreatic
lymph node cells up to the end of our study (day 28).
However, the regulatory T-cell increase was transient, and
over time the population apparently decreased. Better
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results may be obtained with more prolonged mATG
treatment.'*

To conclude, mATG treatment alone produced an im-
munoregulatory effect in peripheral lymphoid tissue, al-
though it was not sufficient to cure NOD mice with estab-
lished overt diabetes. Better results in NOD mice were
achieved in studies using a pre- diabetic model or with a
longer study period combined with insulin therapy.
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The Effects of DPP-IV Inhibition in NOD Mice with Overt

Diabetes
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Z. CIMBUREK?2 F. SAUDEK!

Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic
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Abstract. Sitagliptin is a dipeptidyl peptidase IV
(DPP-1IV) inhibitor that exerts an anti-hyperglycae-
mic effect by preventing degradation of glucagon-
like peptide 1 with subsequent fi-cell stimulation and
potential regeneration. We tested whether sitagliptin
therapy in symptomatic non-obese diabetic (NOD)
mice would lead to changes in the immune cell pro-
file, improve p-cell survival and induce diabetes re-
mission. Flow cytometry analysis of immune cells in
the spleen and peripheral lymph nodes, immunohis-
tology of the pancreas and DPP-IV activity were in-
vestigated in diabetic NOD mice, either treated or
non-treated with sitagliptin, at 0, 7, 14 and 28 days
after hyperglvcaemia onset, and in non-diabetic
NOD controls. While compared to diabetic controls
sitagliptin prevented increase of the CD8*/CD4" ratio
in pancreatic nodes after four weeks (0.443 = 0.067
vs. 0.544 = 0.131; P < 0.05), the population of Tregs in
lymph nodes increased from day 0 to 28 in both
treated and non-treated diabetic groups (8 £ 1.76 vs.
13.45 £ 5.07 % and 8 + 1.76 vs. 13.19 = 5.58 %, re-
spectively). The severity of islet infiltration was simi-
lar in both diabetic groups and decreased in parallel
with p-cell loss. Surprisingly, sitagliptin blocked the
DPP-IV activity only temporarily (on day 7, 277.68 +
89.2 vs. 547.40 = 94.04 ng/ml in the diabetic control
group) with no apparent effect later on. In conclu-
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sion, sitagliptin administered after the onset of overt
hyperglycaemia in NOD mice had only a marginal
immunological effect and did not lead to diabetes re-
mission. Failure to block DPP-IV over time repre-
sents an important finding that requires further ex-
planation.

Introduction

Type 1 diabetes mellitus is a chronic disease caused
by autoimmune destruction of pancreatic p cells. T-cell
mediated destruction of P cells results in msulin defi-
ciency and hyperglycaemia. It 1s becoming increasingly
clear that B-cell-specific CD8" cells play a pivotal role in
the destruction process and constitute a significant por-
tion of msulitis (Roep and Peakman, 2012). To abrogate
the autormmune destructive process, many immunolog-
ical approaches to restore immune tolerance were per-
formed. However, it has been demonstrated that the
mere suppression of autoimmunity is not sufficient to
reverse the manifested diabetes as most of the msulin-
producing cells have already been destructed at this
stage (Ablamunits et al., 2007). Several immunointer-
ventional studies showed that proliferation and/or re-
generation of B cells were necessary to restore normo-
glycaemia in animal models (Ogawa et al., 2004; Shoda,
2005). In humans at least some of the B cells were de-
tected as long as 50 years after the type 1 diabetes onset
(Keenan et al., 2010). This finding suggests that sus-
tained B-cell regeneration is possible m principle.

Recently, so-called incretin-based therapies started a
new way of treatment for patients with type 2 diabetes.
The incretin effect is mediated mainly by two gut hor-
mones, glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP)
and glucagon-like peptide 1 (GLP-1). Both hormones
enhance insulin secretion from pancreatic B cells in a
glucose-dependent way. In addition, GLP-1 is capable
to suppress a-cell glucagon secretion, enhances p-cell
proliferation and inhibits B-cell apoptosis (Suen and
Bum, 2012). Above that, the therapies targeted to stimu-
late insulin secretion by incretins also exhibit consider-
able immunological effects. Regulation of lymphocyte
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proliferation and maintenance of peripheral regulatory
T cells seems to be mediated through GLP-1 receptor, as
its mRINA was found in T cells in the spleen, thymus and
lymph nodes of NOD mice (Hadjiyanm et al., 2008).
Therapy of NOD mice with GLP-1 analogue exendin 4
led to up-regulation of regulatory T cells and induction
of [L.-10 production (Xue et al., 2008). Incretin-mediated
down-regulation of autormmune response was also
shown after syngeneic islet transplantation. This was
evident from the change of prevailing pro-inflammatory
(interferon- y) to suppressive (TGF-B 1) cytokine ex-
pression (Suarez-Pinzon et al., 2008). The use of GLP-1
analogues or mhibitors of their degradation seemed to
be attractive for human use in type 1 diabetes of recent
onset. Although several authors demonstrated a positive
effect (Ellis et al., 2011; Kielgast et al., 2011; Kutoh,
2011), the underlying mechanism remained unclear. No
methods to prove possible B-cell regeneration and
changes of immune profiles were used.

The aim of our study was to prove whether adminis-
tration of dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) inhibitor
sitagliptin leads to relevant changes in the immune sys-
tem in a rodent model of autoimmune type 1 diabetes
and to morphological changes in the endocrine pancre-
as. In NOD mice, similar studies have already been per-
formed, but the therapy was started well before hyper-
glycaemia onset and diabetes manifestation (Hadjiyanm,
2008). In contrast, in our study the intervention started
in the stage of fully developed diabetes. This situation is
closer to the clinical situation, where most of the B cells
are already destroyed or impaired.

Material and Methods

Mice and monitoring for diabetes

Female mice of NOD/LtJ (H-2¢") purchased from
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) were utilized in
the study. Mice were housed 1n specialized ventilated
breeding boxes equipped with air filtration, and provid-
ed with autoclaved water and food ad libitum_ Diabetes
was diagnosed when the non-fasting blood glucose level
was > 13 mmol/l on two consecutive days. The blood
glucose level was measured from the tip of the tail and
was momnitored twice a week throughout the whole study
period using a Performa Nano (Roche, Basel, Switzer-
land) glucometer. The animals were terminated under
general anaesthesia. This study was approved by the lo-
cal Committee for the Protection of Animals against
Cruelty in IKEM.

Study groups

Three groups of NOD mice were included in the
study. In a sitagliptin group (N = 28) diabetic NOD mice
were treated with 100 mg of sitagliptin (Januvia, MSD,
Hoddesdon, UK) dissolved in 200 ml of drinking water.
Mice were kept with free access to drinking water. In a
diabetic control group (N = 28) diabetic NOD mice

were kept without treatment. As a non-diabetic control
group, non-diabetic NOD mice with sustained normo-
glycaemia (non-fasting blood glucose up to 9 mmol/I) in
26=week of age were used (N =5). As soon as sustained
diabetes was diagnosed, the animals were included ei-
ther into the sitagliptin or diabetic control group within
three days (day 0). The animals were terminated on days
0,7, 14 and 28. No exogenous insulin was adnunistered.

Flow cytometry

After termination, the spleen and pancreatic lymph
nodes were harvested. Splenocytes isolated by mild dis-
sociation in Iscove’s modified Dulbeco’s medium were
separated by gradient centrifugation in Ficoll-Paque
PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Lymph node
cells were 1solated by dissociation of nodes through
60-pm mesh. Isolated cells were labelled for flow cyto-
metric analysis. We used fluorescent antibodies against
surface antigens CD3, CD4, CDS8, CD25 (A488 anti-CD3,
eBioscience, San Diego, CA; Qdot605 anti-CD4, In-
vitrogen, Eugene, OR; PerCP-Cy5.5 anti-CD8, eBiosci-
ence; APC anti-CD25, produced in the Institute of
Microbiology ASCR, Prague, Czech Republic). Sub-
sequently, the fixed cells were permeabilized (FoxP3
Staining Buffer Set, eBioscience) and the intracellular
antigen FoxP3 was labelled using a PE-conjugated anti-
body (eBioscience). Appropriate PE-conjugated isotype
control (eBioscience) was applied in control samples.
The labelled cells were analysed using the flow cytome-
ter LSR II with FACSDiva software (BD, San Jose,
CA).

T-lymphocyte subpopulations and CD8" and CD4~
T-lymphocyte ratios were determuned as well as the
population of CD4™ CD25" FoxP3" regulatory T cells

among CD4" lymphocytes (Tregs).
Immunofiuorescence labelling of islet cells

Approximately half of each pancreas was fixed mn 4%
formaldehyde and embedded in paraffin. The immuno-
fluorescence staining was performed in 5-pm sections.
Prior to antigen detection, tissue sections were incubat-
ed in Target Retnieval Solution Citrate pH 6, (Dako,
Glostrup, Denmark) according to the manufacturer’s
mnstructions, briefly incubated in the solution for 30 min
at 97 °C in a water bath and allowed to cool for 15 mun
at room temperature. Subsequently, the non-specific
binding sites were blocked by 5% donkey serum
(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove,
PA). Specific antibodies against C-peptide, glucagon
and Ki-67 were applied overnight at 4 °C (rabbit anti-
C-peptide and rabbit anti-glucagon antibodies; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, rat anti-mouse Ki
67 antibody; Dako). Anti-rat secondary antibodies con-
Jugated with AlexaFluor 555 and anti-rabbit antibodies
conjugated with AlexaFluor 488 (both Invitrogen) were
used. Nucle1 were counterstained with 4 6-diamino-
-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). The sections were mounted in the solution of
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1,4-diazabicyclo[2.2 2]octane and poly-vinyl alcohol
(Sigma-Aldrich) in glycerol and examined under an
Olympus BX41 fluorescence microscope equipped with
an Olympus DP71 digital camera (Olympus, Tokyo,
Japan).

Islet morphology

All detected 1slets on randomly selected pancreatic
sections were examined in each amimal. Separately, dis-
tribution of P and a cells was scored as follows: 0) no
hormone-positive cell detected at the site of a former
islet, 1) from one positive cell to 10 % of positive area
in the residue of the 1slet, 2) 1050 % of positive area in
the islet, 3) 50-100 % of positive area in the islet. The
grade of immune cell infiltration inside and around the
1slets was scored on sections counterstained with DAPI
according to Zhang et al. (2007): 0) no apparent immune
cell infiltration, 1) 1-10 % of the area occupied by infil-
tration, 2) 10-25 % of the area, 3) 25-50 % of the area
and 4) more than 50 % of the islet residue area occupied
with immune cell infiltration. The Ki-67-positive cells
occurring in the sections were not quantified because
co-localization of the C-peptide or glucagon with the
Ki-67 marker was very rare.

Plasma DPP-1V activity

Blood samples were obtained by cardiac puncture on
the day of study termmation Fifty pl of blood was
mixed with natrium citrate (Sigma-Aldrich) and centri-
fuged to obtain the plasma. To measure the DPP-IV ac-
tivity in the plasma sample, the DPP-IV-Glo™ Protease
Assay (Madison, WI) was used. The activity was deter-
mined 1n relation to the activity of recombinant DPP-IV

enzyme (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Statistical analysis

Data were analysed using the GraphPad InStad 3 (San
Diego, CA). Student’s t-test and analysis of variance
(ANOVA) were used to assess the differences between
data groups. All data are presented as mean values +
standard deviation. P values < 0.05 were considered to
be significant.

A) Glycaemia in the sitagliptin group
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Results
Sitagliptin had no effect on diabetes remission rate

Fully developed diabetes with sustained hyperglycae-
mia was diagnosed in all mice at the time of inclusion
mto the sitagliptin or the diabetic control groups. The
glycaemia control was not improved in the sitagliptin
group compared to the diabetic control group. Treatment
with sitagliptin did not increase the number of remis-
sions (sustained glycaemua at levels lower than 13
mmol/l) as it 1s seen 1n the curves of glycaemua (Fig. 1).
In both diabetic groups. one case of remission was ob-
served out of 28 mice.

Pancreatic lymph node Tregs were up-regulated
after diabetes manifestation

To investigate the effects of sitagliptin on regulatory
immune cells, we analysed the population of Tregs in
splenocytes and pancreatic lymph nodes. The changes
in the Treg population in the diabetic mice groups were
compared with those in non-diabetic NOD muce.

The course of Treg population development in the
pancreatic lymph nodes is shown in Fig. 2A. The num-
ber of Tregs gradually increased in both diabetic groups
from day 0 to day 28 with no difference between them.
The average Treg rate in both groups tended to be higher
than in the non-diabetic control group; however, the dif-
ference was not statistically significant.

We did not observe any significant changes in the
populations of Tregs 1solated from splenocytes of dia-
betic, sitagliptin-treated and non-diabetic NOD mice
during the entire study period (Fig. 2B).

Sitagliptin prevented increase of CD8 /CD4~
ratfio in pancreatic lymph nodes

As CD8" cytotoxic T lymphocytes represent the main
cellular elements in autormmune islet destruction, we
evaluated changes 1n their population in relation to the

CD4" helper T-lymphocyte population. We expressed

B) Glycaemia in the diabetic control group
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Fig. 1. Glycaenua: A) after sitagliptin administration, B) in the diabetic control group. Data represent blood glucose val-
ues from individual animals. The bottom line represents our threshold of initial glucose level crucial for remission. The
upper line represents glucose levels up to 35 mmol/l. No animals received any exogenous insulin.
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Fig. 2. Population of Tregs in pancreatic lymph nodes (A) and in splenocytes (B). A) In pancreatic lymph nodes the
population of Tregs increased in the diabetic (13.19+5.58 vs. 8 £ 1.76 %) and the sitagliptin (1345 =507 vs. 81.76 %)
group on day 28 in companson to day 0. P < 0.05. B) In the spleen we did not observe any difference between the dia-
betic (9.22 = 1.9 %), the sitagliptin (9.13 = 1.1 %) and the non-diabetic (10.18 + 1.78 %) group on day 0 and neither on
day 28 (11.39£3.39%: 10.86=1.9%: 10.18 = 1.78 %).

The data are presented as means = SD, * represents P < 0.05.

the relation of these populations n the form of CD8/
CD4" T-lymphocyte ratio. The CD87/CD4" T-lympho-
cyte ratio decreased in splenocytes in the diabetic con-
trol group within two weeks after the onset of diabetes
(Fig. 3A). Sitagliptin therapy had no effect on the CD8"/
CD4* T-lymphocyte ratio in splenocytes as compared
with the diabetic as well as non-diabetic control groups.

In pancreatic lymph nodes, we observed pronounced
changes in the CD87/CD4™ T-lymphocyte ratio in the
diabetic control group. The ratio increased significantly
at four weeks. In contrast to the situation in diabetic
control mice, the CD8%/CD4" T-lymphocyte ratio i the
sitagliptin group was not changed during the study pe-
riod and was significantly lower at the end of the study
in comparison with the diabetic control group. Moreover,

the ratio in the sitagliptin group did not differ from that
in the non-diabetic control group (Fig. 3B).

Analysis of the CD8* and CD4* populations showed
that the changes in CD8%/CD4* T-lymphocyte ratios
were caused solely by changes in the population of
CD8* T lymphocytes. The population of CD4* T lym-
phocytes did not change dunng the study period (data
not shown).

Severity of immune cell infiltration in islets was
not influenced by sitagliptin

Stimulation of B-cell regeneration and suppression of
mflammation in pancreatic islets following sitagliptin
treatment have been reported (Kim et al., 2010). There-
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Fig. 3. CD87/CD4" T-lymphocyte ratio mn splenocytes (A) and pancreatic lymph nodes (B). A) CD8*/CD4" T-lymphocyte
ratio decreased significantly in the diabetic control group on day 14 (0.164 + 0.043) in comparnson to day 0 (0.263
=0.058), P < 0.05. B) CD8/CD4" T-lymphocyte ratio increased significantly in the diabetic control group on day 28
(0.544 = 0.131) in comparison to the sitagliptin (0.443 + 0.067) and the non-diabetic group (0.44 = 0.03), P<0.05. In the
diabetic control group the ratio increased from day 0 (0.417 = 0.042) to day 28 (0.544 = 0.131) P<=0.05.

The data are presented as means = SD. * represents P < 0.05.
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Fig. 4. Endocrine cell area scores: A) The area of C-peptide-positive cells i 1slets was apparently lower in both diabetic
groups than in the non-diabetic control group on day 0 (0.19 = 0.29 vs. 1.52 = 0.45 1n the sitaghptin group; 0.24 = 0.31
vs. 1.52 £ 0.45 1n the diabetic control group), P < 0.001. B) The area of glucagon-positive cells increased only in the sit-
agliptin group from day 0 to day 28 (1.02 = 0.33 vs, 1.66 = 0.33), P < 0.05, but it was not different from the diabetic and

non-diabetic control groups.

The data are presented as means = SD, * represents P < 0.05, *** represents P < 0.001.

A) Distribution of islets
In immune cell infiltration score

Distribution in the score [%]

Day 28

Fig. 5. Immune cell infiltration 1n 1slets: A) Percentage of
1slets 1n the pancreas of the non-diabetic, diabetic and sit-
agliptin control groups. In the non-diabetic control group
the percentage of islets in score 1 was significantly higher
than in both diabetic groups on day 0. At the end of the
study the sevenity of immune cell mnfiltration decreased in
the diabetic groups. The data are presented as means = SD,
* represents P < 0.05. B) Severe immune cell mfiltration
inside and around an 1slet wiath persistent P cells 1n a non-
diabetic mouse (green — C-peptide; blue — DAPI staining
of nuclet). C) An 1slet with expanded a-cell area and very
low immune cell infiltration in a diabetic mouse (green —
glucagon, blue — DAPI stamning of nuclet).
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Fig. 6. DPP-IV activity decreased significantly i the sitag-
liptin group on day 7 (277.68 + 89.2 ng/ml) in companson
to day 0 (653.6 = 171.27 ng/ml), P < 0.001 and was lower
than 1n the diabetic control group (547.40 = 94.04 ng/ml)
on day 7, P < 0.01. From day 7 the activity continuously
increased in the sitagliptin group until day 28 (82641 £
353.49 ng/ml). P < 0.05. In the diabetic control group. the
activity also mncreased and on day 28 there was no differ-
ence between the sitaghptin (826.41 £ 353.49 ng/ml) and
the diabetic (852.42 = 103.56 ng/ml) control group. but
there was significant difference between these two groups
and the non-diabetic group (491.93 £+ 19.05 ng/ml).

The data are presented as means += SD, * represents P <
0.05, ** represents P < 0.01, *** represents P < 0.001.

fore, our study was focused on changes of endocrine cell
distribution and immune cell infiltration.

In both groups of diabetic NOD mice, the B-cell score
was significantly lower on day 0 as compared to the
non-diabetic control group. At the time of diabetes man-
ifestation, most of the B cells had already been destroyed

(Fig. 4A).
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The a-cell score increased significantly from day 0 to
day 28 only in the sitagliptin group. Despite this expan-
sion, the score did not differ between all groups (Fig. 4B).

The severity of immune cell infiltration was appar-
ently higher in diabetic animals than in the non-diabetic
control group. The difference consisted mainly in higher
frequency of 1slets with advanced infiltration (Fig. 5). In
diabetic animals the severity of infiltration decreased
over time, resulting in similar scores on day 28 to the
non-diabetic controls.

Sitagliptin had only a transient effect on
DPP-IV activity

To confirm the nhibitory effect of sitagliptin during
the study, we measured the DPP-IV activity in the plas-
ma. The expected drop in DPP-IV activity in the sitag-
liptin group was observed on day 7. Surprisingly, this
decrease was not permanent and from day 14 the activ-
ity gradually increased. After two weeks, the difference
between the sitagliptin and the diabetic control group
was no more evident (Fig. 6). On day 28 the DPP-IV
activity was significantly higher in both diabetic groups
than in the non-diabetic group.

Discussion

In our study, we focused on the time-dependent ef-
fects of DPP-IV inhibitor sitagliptin in an animal model
of type 1 diabetes. According to the results of previous
studies, we expected improved glucose profiles, protec-
tion of pancreatic B cells and stimulation of regulatory
T cells that might suppress the autoimmune B-cell destruc-
tion. However, 1n our setting in NOD muce, sitagliptin
did not increase the rate of diabetes remission. In fact,
the diabetes reversal rate was very low in both diabetic
groups in the study. Similarly unsuccessful were also
several studies using GLP-1 analogue exendin 4 which
was started in the same stage of diabetes development as
1n our protocol (Xue et al., 2008; Tian et al., 2009). In
successful studies, the DPP-IV inhibitor was used in
NOD muce that were either still in the pre-diabetic stage,
or the inhibitor was used together with exogenous insu-
lin (Kim et al., 2010; Tian et al., 2010). Insulin therapy
itself may contribute to lower activation of the autoim-
mune reaction by putting the persisting B cells into rest
(Skowera et al., 2008). Other successful studies took
advantage of combination therapy with a DPP-IV in-
hibitor or a GLP-1 analogue and another immunomodu-
latory agent (Ogawa et a., 2004; Tian et al., 2009) or with
a proton pump inhibitor (Suarez-Pinzon et al., 2009).

Tian et al. (2010) demonstrated an association of dia-
betes remission with up-regulation of regulatory T cells.
In our study, we did not find any difference between the
Treg population in the sitagliptin and the diabetic con-
trol groups. This may explain the equal remission rate
between these groups. Simular results were observed by
Tian et al. (2009), who treated diabetic NOD mice with
exendin 4. One week after the treatment, the population

of Tregs was not significantly different between control
diabetic and exendin 4-treated NOD mice. Comparing
diabetic and non-diabetic control groups we found less
Tregs in pancreatic lymph nodes in the non-diabetic
control group. Also Mellanby et al. (2007) found that
the proportion of CD4°CD25" cells in pancreatic lymph
node cells of diabetic mice was higher than that in non-
diabetic NOD muce. In contrast to our data, Xue et al.
(2008) demonstrated that therapy with exendin 4 led to
an increase in the number of Tregs in the spleen.

The effector CD8" cells represent the crucial cellular
component in the autoimmune destruction of B cells.
The cytotoxic autormmune process 1s driven especially
by autoantigens onginating from the B cells. Under hy-
perglycaemna, the remaming B cells in the pancreatic
islets are stimulated to higher synthesis of preproinsulin,
which is one of the main diabetogeneic autoantigens. In
consequence, the remaining B cells in hyperglycaemic
conditions are subjected to a greater killing efficiency of
cytotoxic T lymphocytes (Skowera et al., 2008). There-
fore, the changes in the frequency of CD8" cells could
reflect the intensity of the autoirmmune response. In our
study we observed a significant increase in CD8™ T lym-
phocytes in pancreatic lymph nodes of diabetic NOD
mice at the end of the study. Of note, in the sitagliptin
group the frequency of CD8* T lymphocytes was identi-
cal with that in the non-diabetic group and significantly
lower than in the diabetic control group. This suggests a
protective effect of sitagliptin treatment against expan-
sion of cytotoxic T lymphocytes in the local lymph
nodes. Contrary to that, the significant decrease of CD8~
T lymphocytes in splenocytes of the diabetic control
NOD muce found in our study may be caused by their
migration into the pancreatic islets during the first weeks
after the diabetes onset.

In addition to the changes in CD8* population, we
evaluated the immune cell infiltration in the pancreatic
islets. The time-dependent decrease of immune cell in-
filtration corresponded to the very low number of B cells
remaining in the islets. From our results obtained at dif-
ferent time points we can conclude that the decrease of
mmmune cell infiltration is probably caused by lower re-
lease of B-cell antigens rather than by treatment with
sitagliptin, as 1t was assumed by Tian et al. (2010).

The gradual increase of the a-cell score observed in
our study 1s in accordance with the replacement of de-
structed B cells by an increased number of « cells that
was described by Takeda et al. (2011). Contrary to this
study group we did not observe any effect of sitagliptin
treatment on the decrease of the a-cell proliferation.
Nevertheless, rarely detected expression of Ki-67 anti-
gen did not prove changes in a-cell proliferation. In
B cells, we did not detect the Ki-67 antigen at all.
Similarly, data of Tian et al. (2009) indicated that thera-
py with exendin 4 alone did not stimulate replication of
residual B cells. The ideal window for using incretin-
based agents is likely to be before or immediately after
diagnosis, when a significant B-cell mass 1s still viable
(Bosi, 2010).
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In our study, the most interesting effect of sitaghptin
treatment was observed in DPP-IV activity. To our
knowledge, the DPP-IV activity was not monitored at
different time points of the intervention in any other
study. To our surprise, we demonstrated that the inhibi-
tory effect of sitagliptin was only temporary within the
first seven days, although the drug was being adminis-
tered throughout the study. Why DPP-IV mnhibition does
not work later on needs further investigation. As the loss
of the mhibitory effect was uniformly found in all sitag-
liptin-treated animals, we consider this finding as im-
portant and worth testing in human pharmacology. An
increase of DPP-IV activity after diabetes onset (also
present in our study) has already been reported in hu-
mans (Mannucci et al., 2005), but a failure of sitagliptin
or another DPP-IV inhibitor to block this activity over
time has not been tested yet.
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