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ABSTRAKT

Ostrlivkové autoprotilatky jsou asociovany s autoimunitni inzulitidou a patfi k zakladnim
diagnostickym kritériim diabetes mellitus 1. typu. Nicméné, narlstad dikazd o jejich pfitomnosti i u
jinych typu diabetes mellitus. V této praci se zamérujeme na incidenci ostrivkovych autoprotilatek u
Ceskych pacientd s MODY (Maturity-onset Diabetes of the Young) a analyzujeme jejich funkéni
relevanci ve smyslu vzniku diabetu a glykemické kompenzace.

Autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové 65 (GADA) a proteinu tyrozin fosfatazy
2 (IA-2A) byly méfeny v kohorté 28 ceskych MODY pacientl (s geneticky prokdzanou diagndzou).
Vybrané klinické a laboratorni udaje byly korelovany s expresi autoprotilatek a jejich kinetikou.

Témér jedna ¢tvrtina vysSetifenych pacientd s MODY (7/28; 25%) méla pozitivni GADA nebo IA-
2A. GADA byly prevalentnéjsi (7/7) neili 1A-2A (1/7). Incidence téchto autoprotilatek nekorelovala
s HLA (Human Leukocyte Antigen) rizikovym genotypem ani s konkrétnim typem mutace v MODY
genech. Pacienti, ktefi exprimovali ostrivkové autoprotilatky vyvinuli v porovnani s pacienty bez
autoprotilatek diabetes pozdéji, ale méli horsi glykemickou kompenzaci. Exprese autoprotilatek klesla
pri jakémkoliv zlepseni kompenzace diabetu. Pouze jeden pacient nekorespondoval s vyse uvedenym
a vykazoval zndmky kombinace MODY a diabetes mellitus 1. typu.

Data naznaCuji transientni, ale vysoce prevalentni expresi specifickych ostrivkovych
autoprotildtek u ceskych MODY pacientd. Autoprotildtky byly nalezeny u pacientl s pozdéjsim
vznikem diabetu a v dobé nedostatecné glykemické kompenzace. JelikoZz zlepSeni glykemické
kompenzace bylo asociovana s poklesem hladiny autoprotilatek, jejich pfitomnost muize reflektovat
kinetiku B-bunécné destrukce indukovanou jinymi nez autoimunitnimi faktory.

ABSTRACT

Islet cell autoantibodies are associated with autoimmune insulitis and belong to the diagnostic
criteria of Type 1 diabetes mellitus. However, growing evidence suggests that autoantibodies are
present in other types of diabetes. Here, we focus on the autoantibody incidence in Czech patients
with maturity-onset diabetes of the young (MODY) and analyze their functional relevance in terms of
diabetes onset and control.

Autoantibodies against glutamic acid decarboxylase 65 (GADA) and protein tyrosine
phosphatase islet antigen 2 (IA-2A) were measured in a cohort of 28 Czech patients with MODY (all
confirmed by genetic testing). Selected clinical data were correlated to the status and kinetics of
autoantibodies.

One quarter of patients with MODY examined (7/28; 25%) was positive for GADA or 1A-2A.
GADA were more prevalent (7/7) than IA-2A (1/7). The incidence of autoantibodies did not correlate
with human leukocyte antigen status, nor with particular mutation in MODY genes. The patients who
were positive for the autoantibodies developed diabetes later than those who were autoantibody-
negative, but had worse glycaemic control. Expression of autoantibodies decreased with any



improvement of diabetes compensation. Only one patient did not correspond to the above and
displayed signs of combined signs of MODY and Type 1 diabetes.

The data suggest transient but highly prevalent islet cell autoantibody expression in Czech
patients with MODY. The autoantibodies were found in patients with delayed diabetes onset, and in
times of insufficient diabetes control. As improvement of glycaemic control was associated with a
decrease in levels of autoantibodies, their presence may reflect the kinetics of B-cell destruction
induced by causes other than autoimmune ones.
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1. UVOD A TEORETICKE PODKLADY
1.1. MONOGENNI DIABETES MELLITUS

Pacienti s monogennim diabetem byli donedavna viceméné opomijenou skupinou pacientl
s diabetes mellitus, rozptylenou bez spravné diagndzy mezi pacienty s nejbéznéjSimi typy cukrovky.
Rostouci zdjem o jeho diagnostiku umoznila aZ SirSi dostupnost genetického vysetfeni a predevsim
poznani, Ze frekvence monogenniho diabetu v populaci je vyznamné vyssi nez se plvodné
predpokladalo.

1.1.1 Definice monogenniho diabetu

vrve

v jednom z genl kontrolujici vyvoj, diferenciaci a funkci B-bunék. Mutace v takovém konkrétnim genu
pak podminuje vrozeny defekt sekrece inzulinu B-bufikami rezultujici v diabetes. Genovy defekt se
dédi autozomalné dominantnim zplsobem, takZe riziko jeho vzniku u potomka nemocného je 50%
(Sperling M. et al., 1999). Takto vysoka pravdépodobnost onemocnéni zarucuje vyskyt cukrovky
prakticky ve vsech generacich postiZzené rodiny, v linii jednoho zrodicd. Onemocnéni vsak muze
vzniknout také na podkladé spontanni de novo mutace (Pearson E. R. et al., 2005), a popsany jsou téz
pfipady recesivni dédic¢nosti (Murphy R. et al., 2008; Colclough K. et al., 2014).

Nejcastéjsim kauzalnim genem je GCK gen [kodujici enzym glukokindzu (GCK)] a HNF1A
[kédujici transkripéni faktor hepatdini nukledrni faktor 1a (HNF-1a)] nebo (vzacnéji) gen HNF4A
[kédujici transkripéni faktor hepatdini nukledrni faktor 4a (HNF-4a)] (Prihova S. et al., 2003). Celkem
je v8ak s monogennim diabetem asociovano okolo dvaceti rliznych genl (Molven A. & Njolstad P. R,,
2011).

1.1.2 Klasifikace monogenniho diabetu

Monogenni formy cukrovky jsou vramci klasifikace diabetes mellitus zafazeny do samostatné
kategorie mezi ostatni specifické typy cukrovky jako diabetes zplsobeny genetickym defektem -
bunék, vzacnéji genetickym defektem ucinku inzulinu (Pelikdnova T. a kolektiv, 2012). Obé skupiny
Ize podle konkrétniho genového defektu podrobnéji roz¢lenit.

Na zakladé doby manifestace Ize rozliSit tzv. neonatdini diabetes objevujici se u déti do Sesti
mésicl od narozeni, a MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young), manifestujici se obvykle v dobé
adolescence a ¢asné dospélosti. MODY zahrnuje skupinu tzv. glukokindzového diabetu (GCK-MODY) a
diabetu transkripcénich faktord (predevsim HNF1A-MODY a HNF4A-MODY). Jednotlivé subtypy se
mezi sebou lisi patofyziologii, klinickou symptomatologii, [é¢bou a prognézou. Do dnesni doby je
zndmo jiz 13 kauzalnich MODY genu (Molven A. & Njglstad P. R., 2011), nicméné lze predpokladat, ze
celosvétové intenzivné probihajici molekularné-genetické studie prinesou objev dalSich gena
v rodinach s MODY fenotypem, u nichZ nebyl kauzalni gen doposud objeven (tzv. MODY X rodiny).
Odhaduje se, Ze asi u 11% MODY pfipadl, neni doposud stanovena konkrétni geneticka pricina
(McCarthy M. I. & Hattersley A. T., 2008).

1.1.3 Terminologie
10



V minulosti se pro oznaceni jednotlivych subtypll MODY pouZivalo oznaceni Cislici (napf. MODY1,
MODY2 atd.). JelikoZ masivni rozvoj molekuldarné-genetického vysetifeni umoznil pfesné stanoveni
genetické odchylky v identifikovanych kauzalnich genech, od pouZiti terminu MODY1, 2, 3 atd. se
postupné upustilo (Murphy R. et al., 2008). Soucasna terminologie vychazi z konkrétni genetické
odchylky (napf. HNF1IA-MODY nebo téz HNF1A-diabetes, jenz nahradil starsi termin MODY3; GCK-
MODY anebo GCK-diabetes oznacuje dfive uzivany MODY2 atd.).

1.1.4 Prevalence monogenniho diabetu

Monogenni diabetes (MODY) zodpovida pfiblizné za 1-3% vSech ptipadl cukrovky (Molven A. &
Njolstad P. R., 2011). Skutecna prevalence vsak neni zndma. Mnoho pacientl s MODY doposud
spravné diagnostice unikd a je nespravné zarfazeno mezi pacienty s diabetem 1. a 2. typu.
Odhadovana populaéni prevalence se v pripadé GCK-MODY odhaduje na 0,04-0,10% a u HNF1A-
MODY 0,02-0,04% (Murphy R. et al., 2008).

V prevalenci jednotlivych podtypl MODY navic existuje velkd diverzita napti¢ populacemi;
prevalence kupfikladu GCK-MODY tak osciluje mezi 8% az 63% a v pfipadé HNF1A-MODY mezi 13% a
64% (Prihova S. et al., 2003). V Ceské republice patfi k nejéastéj$im typdm MODY GCK-MODY
s prevalenci 31% a HNF1A-MODY s asi 11,5%, HNF4A-MODY reprezentuje asi 5% vSech MODY
pacientl (Prdhova S. et al., 2003). Naopak ve Velké Britanii tvofi asi 52% v$ech pfipad( pacienti s
HNF1A-MODY, s GCK-MODY 32% a s HNF4A-MODY 10% (Shields B. M. et al., 2010).

1.1.5 Historie monogenniho diabetu

MODY a dédi¢ny charakter tohoto, jinak klinicky znacné heterogenniho onemocnéni u mladych
dospélych jedinct, byl postupné rozpoznavan od 50. a 60. let minulého stoleti. Teprve na zac¢atku 90.
let 20. stoleti byl genetickymi studiemi prokdzan konkrétni genovy defekt asociovany s MODY,
nasledovany kaskddou dalSich kauzalnich gen(l. V téchto letech doslo kexplozivnimu rozvoji
modernich technik molekularni genetiky, jenz mimo jiné prokazal znacnou genetickou rliznorodost
MODY.

V dobé, kdy byl diabetes mellitus povazovan za cisté polygenni onemocnéni, zahrnujici
juvenilni (juvenile-onset) diabetes u déti a mladych, vyZzadujici 1éCbu inzulinem (tzv. inzulin
dependentni diabetes mellitus — IDDM) a starecky (maturity-onset) diabetes u dospélych stfedniho
véku a starsich dospélych kompenzovatelny dietou nebo peroradinimi antidiabetiky (tzv. non-inzulin
dependentni diabetes mellitus — NIDDM) Stefan Fajans poprvé predstavil termin ,maturity-onset type
diabetes of childhood or of the young”. Psal se rok 1964 a Fajans tehdy na patém sjezdu IDF
(International Diabetes Federation) v Torontu popsal typ diabetu u déti a mladistvych se silnym
dédi¢nym podkladem, vymykajici se svym charakterem doposud zavedenym, dvéma vySe uvedenym,
skupindam pacientt s diabetem (Fajans S. S. & Conn J. W., 1965; Fajans S. S. & Bell G. I., 2011).

Vychazel pfi tom zpozorovani skupiny blizkych (prvostupniovych) pribuznych pacientd
s diabetes mellitus, které, tehdy jesté jako postgradudlni student v prvnim roc¢niku na Michiganské
Université v Ann Arbor, rekrutoval v letech 1949-1950 do dlouhodobé prospektivni studie analyzujici
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moznosti diagnostiky, prirozeny vyvoj a klinickou genetiku diabetu (Fajans S. S. & Bell G. I., 2011). Po
provedeni rutinniho oralniho glukézového tolerancniho testu (oGTT) prekvapivé zjistil, Ze 19%
prvostupnovych pfibuznych pacientd s cukrovkou ma diabetogenni oGTT kfivku, a navic, Ze fada
z nich je mladsi deseti let (Fajans S. S. & Conn J. W., 1954; Fajans S. S. & Conn J. W., 1959). Sledovani
této skupiny mladych pacientl s asymptomatickym diabetem nabralo novy rozmér v roce 1958, po
setkani se sedmdesatiletym muzem trpicim cukrovkou od 41 let véku, v jehoz rodiné identifikoval
plné manifestovany diabetes mellitus, la¢nou hyperglykémii ¢i poruchu glukézové tolerance u vice
nez sedmndcti rodinnych prislusnikll, celkem v Sesti generacich. Vétsiné z nich bylo mezi 11 az 30 lety
(Fajans S. S. & Bell G. I, 2011). Vroce 1960 pak Fajans u pfileZitosti prvniho mezinarodniho
endokrinologického sjezdu v Kodani, predstavil skupinu neobéznich déti, adolescentl a mladych
dospélych s mirnym, asymptomatickym diabetem, jejichz porusenad glukézovd tolerance a lacna
hyperglykémie se zlepsila po podani derivatl sulfonylurey (Fajans S. S. & Conn J. W., 1960; Fajans S.
S. & Bell G. 1., 2011).

O 14 let pozdéji, tentokrat v Londyné roku 1974, popsal Robert Tattersall u tfi rodin z King’s
College Hospital v ,,neobvykle ¢asném véku“ mirnou formu diabetu, jeZ nebylo zapotiebi Iécit
inzulinem. Pravé Tattersall rozpoznal vtéchto rodindch autozomdlné dominantni charakter
dédi¢nosti diabetu (Tattersall R. B., 1974).

Robert Tattersall spolecné se Stefanem Fajansem nasledné potvrdili (na zakladé dat
z prospektivni studie probihajici v Ann Arbor od roku 1949) autozomalné dominantni charakter
dédic¢nosti diabetu u 23 rodin, odlisujici se od dédi¢nych znaki juvenilniho diabetu [dnes diabetes
mellitus 1. typu] (Tattersall R. B., & Fajans S. S., 1975; Fajans S. S. & Bell G. I, 2011). Ve
spolec¢né publikovaném c¢lanku, v roce 1975, pak poprvé pouZili akronym MODY (Maturity-Onset
Diabetes of the Young), jez definovali jako trvalou hyperglykémii diagnostikovanou pred 25. rokem
véku, kterd mlze byt léCena bez inzulinu déle neZ dva roky a v rodindch se dédi. Plvodné se
domnivali, Ze se jednd o podtyp diabetes mellitus 2. typu s manifestaci v mladém véku a autozomalné
dominantnim typem dédi¢ného prenosu.

Prilom ve vyzkumu MODY nastal v90. letech minulého stoleti v souvislosti s rozvojem
molekuldrni genetiky a jejim vyuZiti v klinické praxi. Postupné byly identifikovany kauzalni geny GCK
(Froguel P. et al., 1992; Hattersley A. T. et al., 1992), HNF4A (Yamagata K. et al. 1996) a soucasné
HNF1A (Yamagata K. et al., 1996). Pak nasledovaly dalsi — gen kédujici IPF1 (insulin promoter factor 1)
nebo-li PDX-1 (Stoffers D. A., 1997) a transkripcéni faktor HNF-1B (Horikawa Y., 1997). Klicovym
poznatkem bylo, Ze drtiva vétsina genl(, jejichz mutace podmiruje MODY, vede ke sniZzeni funkce B-
bunék spiSe neZ ke zvySené inzulinové rezistenci.

1.2 MONOGENNI DIABETES MELLITUS TRANSKRIPCNICH FAKTORU
1.2.1 Transkrip¢ni faktory
Transkripéni faktory jsou bilkoviny, jez se zdsadné uplatiuji v regulaci genové exprese. V bunééném

jadre fidi jeji prvni krok — transkripci. Hlavni charakteristikou téchto bilkovin, jenZ je odliSuje od
ostatnich proteinovych molekul, je pfitomnost jedné ¢i vice DNA-vazebnych domén, které
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transkripénim faktordm propUjcuji schopnost vazat se na specifickou DNA sekvenci v blizkosti genu,
jehoz expresi reguluji (Mitchell P. J. & Tjian R., 1989; Ptashne, M. & Gann A., 1997).

Transkripéni faktory nesou na svém aminokyselinovém retézci kromé unikatni DNA-vazebné
domény také signdlni a transaktivacni doménu (Latchman D. S., 1997). DNA-vazebnd doména
rozpoznava specifickou DNA sekvenci — promotor ¢i enhencer pfislusného genu, se kterym se poji.
Signdini doména prenasi do transkripéniho komplexu vnéjsi podnéty, které prostfednictvim up- Ci
down-regulace ovliviiuji miru genové exprese (Latchman D. S., 1997). Transaktivacni doména
obsahuje vazebnd mista pro dalsi bilkoviny, napfiklad koreguldtory transkripce. Po navazani ligandu
(glukdzy, xenobiotika, endobiotika aj.) dojde k aktivaci transkripéniho faktoru, navazani na DNA spolu
s koaktivatory a dalSimi pridatnymi proteiny, jenz spusti acetylaci histonG a aktivaci transkripce genu.

Tak jako veskeré ostatni bilkoviny vtéle jsou i transkripéni faktory zapsany genetickym
kédem v DNA na pfislusSném chromosomu, transkribovany v bunécném jadre a translatovany v
cytoplasmé.

Transkripcni faktory maji schopnost Cist a interpretovat geneticky zaznam zapsany v DNA,
podle kterého systematicky Fidi genovou transkripci. Pfepis nékterych genli mohou iniciovat,
pozitivné stimulovat (up-regulace), jinych naopak brzdit (down-regulace). Takto kontroluji miru
transkripce a ovliviiuji mnoZstvi vysledného genového produktu dostupného burice (Latchman D. S,,
1997).

Tzv. obecné transkripcni faktory jsou duleZité pro samotny béh transkripce v burice a jsou
proto pritomné ve vsech télesnych burikach (Reese J. C., 2003). Nékteré se vazi pfimo na specifickou
sekvenci promotoru pfislusSného genu zvanou TATA box, avsak vétSinou nejprve interaguji s RNA-
polymerazou a spolu s dalsimi pomocnymi proteiny vytvati tzv. preiniciacni komplex, ktery se poté
vaZe na promotorovou oblast transkribovaného genu. Jiné, tzv. specifické transkripéni faktory pracuji
typicky jen v nékterych burikach ¢i tkanich. Vazi se pfimo na DNA (upstream element promoter), kde
spinaji (¢i vypinaji) prepis konkrétnich cilovych genl. Timto ovliviiuji napfiklad vlastni morfologii
buriky a jeji diferenciaci, jenz davd vzniku nejrlznéjSim bunéénym typlm, tkanim a organim;
nasledné urcuji aktivitu jednotlivych bunék, jakoz i cely jejich osud (Lobe C. G., 1992; Pawson T.,
1993; Evan G. et al., 1994). Sehravaji tedy dllezitou ulohu jiz pfi samotném vyvoji organismu a
participuji na regulaci bunécného cyklu, tj. na bunécném rlstu a apoptoze.

Transkripéni faktory obvykle nepracuji samostatné, ale spolupracuji s mnoha dalSimi v tzv.
transkripcni regulacni siti. Kazda burika disponuje nejen specifickou kombinaci transkripcnich faktord,
ale také specifickou strukturou transkripéni regulacéni sité, ve které jednotlivé transkrip¢ni faktory
ptimo reguluji promotory gend kodujici dalsi transkripcni faktory regulacni sité (Servitja J. M. & Ferrer
J.,2004).

1.2.2 Hepatocytarni nukledarni faktory

Hepatocytarni nuklearni faktory (HNF) jsou skupinou fylogeneticky neptibuznych transkripénich
faktor(, jejichz nazev byl odvozen od mista jejich dominantni exprese — v jatrech. HNF nejcastéji
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asociované s MODY — HNF-1a a HNF-4a — byly objeveny diky studiim, které plvodné patraly po
proteinech zodpovédnych za tkanové specifickou regulaci genové exprese v jatrech (Cereghini S.,
1996). Pozdéji byla jejich existence prokazana také v bunkach mnoha jinych tkani, napfiklad
gastrointestindlnim traktu, ledvinach ¢i pankreatu (Pontoglio M. et al., 1996).

HNF-1a a HNF-4a jsou soucasti specifické transkripéni regulaéni sité, ve které spolecné
reguluji transkripci Sirokého spektra gent (Hansen S. K. et al., 2002). Z funkéniho vyznamu lze cilové
geny rozdélit do tfi skupin: a) metabolické geny; b) geny jinych transkripcnich faktor(; a c¢) geny
regulujici bunécny cyklus [apoptdzu a proliferaci] (Johnson J. D., 2007). Jejich prostfednictvim se
fady tkani (Maestro M. et al., 2007), naptiklad endokrinniho pankreatu (Johnson J. D., 2007;
Chakrabarti S. K., & Mirmira R. G., 2003), jater, ledvin a stfeva (Chen W. S. et al., 1994; Li J. et al.,
2000; Boyd M. et al., 2009). V jiz vyvinutém organismu se bilkovinné produkty jimi kédovanych gen(
uplatiuji pfifizeni fady metabolickych procest (napf. metabolismu a transportu cholesterolu,
mastnych kyselin, glukézy a bilkovin) a udrZzeni metabolické homeostazi (Pontoglio M. et al., 1996;
Pontoglio M. et al., 1998; Lee Y. H. et al., 1998; Shih D. Q. et al., 2001, Wobser H. et al., 2006). Neni
pochyb ani o fizeni transkripce klicovych genl rozhodujicich o osudu celé burky (Johnson J. J., 2007;
Wobser H. et al., 2002; Yamagata K. et al., 2002).

Pfi pohledu na takto pestry vycet cilovych genl je zfejmé, Ze jakakoliv porucha jejich funkce
bude mit zfejmy klinicky dusledek. Homozygotni mutace v genu kédujici jakykoliv z téchto
transkripénich faktord jsou s Zivotem neslucitelné. Heterozygotni mutace jsou spojovany zejména
s poruchou stimulované sekrece inzulinu a snizenim B-bunécné masy pankreatu rezultujici v diabetes
(MODY). Je viak zajimavé, Ze jedinci s HNF1A a podobné také s HNF4A mutaci maji zfetelny, klinicky
zavazny defekt pouze v pankreatu a jen nepatrnou abnormalitu v jinych tkanich, ve kterych byla
klicova role téchto HNF prokazana (Servitja J. M. et al., 2009) — napf. poruchu glukdzové renalni
reabsorpce a selektivni aminoacidurii pfi dysfunkci HNF-la. Vjinych tkanich exprimujici tyto
transkripcni faktory (tfeba v jatrech) klinicky relevantni odchylky znamy nejsou.

1.2.3 Transkripéni faktor HNF-1a

HNF-1a (oznacovany téz jako Tcf-1 protein) je tkanové specificky transkrip¢ni faktor, pattici do
homeodoménové rodiny, obsahujici POU A-homeodoménu (Cereghini S., 1996). Do této rodiny patii
také variantni HNF1 (vHNF1) neboli HNF-1B, nukledrni protein s podobnou strukturou, rozpoznavajici
ta samad vazebnd mista jako HNF-1a. HNF-1a funguje jako pozitivni transkripéni regulator.

HNF-1la ma unikatni strukturu skladajici se ze tfi funkénich domén — dimerizacni,
transkaktivacni a DNA-vazebné (Ryffel G. U., 2001). Amino(N)-terminaini dimerizacni doména,
umoznuje homo- i hetero-dimerizaci tohoto faktoru (tzn. spojeni dvou monomernich molekul, napt. s
dalsim HNF-1a nebo jinym faktorem, napf. HNF-1B). Dimerizace je podminkou interakce faktoru s
DNA. Karboxy(C)-terminalni transaktiva¢ni doména je nezbytna pro transaktivaci promotor( cilovych
genll. Vazbou dimerizacniho kofaktoru na N-termindlni doménu dochazi ke stabilizaci homo- ci
hetero-dimeru a zvysSeni jeho transaktivacniho potencidlu. DNA-vazebnd, a navic téZ POU A doména,
slouZi k vazbé na DNA.
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HNF-1a pUsobi vidy jako dimer (Yamagata K. et al., 1998). Jako homodimer se na DNA vaze
pres atypicky helix-turn-helix motiv (vazebnou doménu) a dimerizuje pres kratky alfa-helikdlni N-
terminalni segment (dimerizaéni doménu), ¢imzZ transaktivuje prepis cilovych genl nesouci ve svych
promotorech pfislusné rozpozndvaci sekvence. Jelikoz se HNF-1la a HNF-1B vyznacuji znacnou
homologii predevsim dimerizacni a DNA-vazebné domény, je jim umozZnéno (pres dimerizacni
doménu) nejen tvofit heterodimery, ale také vazat se na identické DNA sekvence. Z tohoto dlvodu
mohou tyto transkripéni faktory hrat komplementdrni role (D’Angelo A. et al., 2010). HNF-1a se vsak
zda byt potentnéjSim transaktivatorem nez HNF-1B (Pontoglio M. et al., 1996).

Gen pro HNF-1a (HNF1A) je lokalizovany na dlouhém (q) raménku 12. chromosomu a sklada
se 10 exond (Cernd M. et al., 2013). Mistem jeho dominantni exprese jsou jatra [hepatocyty], dale
pak ledviny [proximadlni renalni tubuly ledvinného parenchymul], pankreas [endokrinni a exokrinni
bunky] a zaZivaci trakt [stfevo a Zaludek] (Boj S. F. et al., 2001; Pontoglio M. et al., 1996; Yamagata K.,
2003).

Vlastni syntéza HNF-la neni fizena jako u jinych transkripénich faktorli autoregulacnim
okruhem (tzn., Ze pfrislusny faktor fidi svou vlastni transkripci vazbou na promotor vlastniho genu),
ale je regulovéana jinymi transkripénimi faktory (transkripéni regulacni sité) a je tkanové specificka.
Hlavnim reguldtorem je podobny hepatdlni nukledrni faktor — HNF-4a (Gragnoli C. et al. 1997,
Hansen S. K. et al., 2002). V experimentalnich studiich na mysich modelech a pozdéji také u lidskych
pacientd s MODY bylo prokazano, Ze regulace mezi HNF-1a a HNF-4a je obousmérna. Analyzami in
vivo a in vitro, které identifikovaly vysoce specifické vazebné misto nad TATA boxem HNFIA
promotoru pro HNF-4a (Gragnoli C. et al. 1997), byla nejprve prokazana zavislost exprese HNF1A na
transkripénim faktoru HNF-4a (Duncan S. A. et al.,, 1998). Nasledné analyzy mysSich model(
s knockoutovanym hnfla prokazaly v pankreatickych ostrlivcich a exokrinnich burikdch i opacnou
vazbu - dependenci exprese HNF4A na HNF-la (Boj S. F. et al, 2001). Tento efekt je
zprostiedkovany vazbou HNF-la na tkanové specificky promotor (P2) lokalizovany pred HNF4A
promotorem P1 (Boj S. F. et al., 2001; Thomas, H. et al., 2001). Navic bylo prokazano, Zze expresi
HNF1A pfimo reguluje téz inzulin (Duncan S.A., 1998).

HNF-1a je exprimovan v embryondlnim obdobi i postnatdlné. BEéhem prenatdlniho vyvoje ji
predchazi aktivace HNF-1pB (Coffinier C. et al., 1999). Studie na mysich modelech odhalily, Ze zasadni
regulator transkrip¢ni sité embryondiniho pankreatu, ktery fidi organogenezi, rdst a diferenciaci je
pravé HNF-1B. Exprese HNF-1a je aktivovana aZ v dobé hepatdlni, pankreatické, rendlni a intestinalni
organogeneze a pokrocilejSiho stupné diferenciace (Cereghini S., 1996). Pocatek exprese HNF-1a je
pozdéjsi i v porovnani s HNF-4a. Neovliviiuje stéZejni struktury jako je primitivni pruh, HensenQv uzel,
notochord nebo visceralni endoderm, kde je aktivni pravé HNF-4a, ale je specificky omezen na jiz
vyvijejici se organy (Pontoglio M. et al., 1996).

Odlisné casovani exprese béhem vyvoje také odrazeji vysledky experimentalniho knockoutu
HNF gent na mysich modelech (Coffinier C. et al., 1999). Hnf1b” mysi embrya umiraji 6,5-7. den
koncepce a k ¢asnému dmrti dochdzi také v piipadé knockoutu Hnf4a. Hnfla”" mysi naopak prezivaji
a rodi se snormalni frekvenci. Porucha HNF-la nevede na rozdil od vySe zminénych faktor(
k predcasné intrauterinni letalité a hloubéji nenarusuje embryonalni vyvoj. HNF-1a deficientni
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mysi navic v dobé narozeni nemaji Zzadné hrubsi strukturalni defekty. Relativné brzy (cca po tydnu)
vsak u nich dochazi k rozvoji hepatalni, pankreatické a rendlni dysfunkce, ovliviiujici jejich rist a délku
Zivota (Pontoglio M. et al., 1996).

HNF-1a je daleZity predevsim pro spravné fungovani pankreatu, jater a ledvin v postnatdlnim
obdobi, ale podili se téZ na jejich vyvoji vdobé organogeneze. Transkripce fizena prostrednictvim
HNF-1a je tkanové specifickd, tzn., ze jeho funkce a vyznam jsou v jednotlivych tkanich rozdilné.
Celogenomové studie prokazaly, Ze se genova exprese pod taktovkou HNF-1a zasadné lisi predevsim
v jatrech a pankreatickych ostrlvcich. Zalezi na pfitomnosti ostatnich transkripcnich faktor( a jejich
vzajemném uspordadani v transkripéni regulacni siti (Ryffel G. U., 2001).

V jatrech se vazebnd mista pro HNF-l1a nachazi v promotorech mnoha jaternich gen(
kddujici takové klicové jaterni proteiny, jakymi jsou napf. albumin, a- a B-fibrinogen, transthyretin,
al-antitrypsin, pyruvat-kinaza, fenylalanin-hydroxylaza nebo a-fetoprotein (Pontoglio M. et al., 1996;
Pontoglio M. et al., 2000). Jejich prostfednictvim se v jatrech podili na fizeni zasadnich metabolickych
pochodl jako je glukoneogeneze, syntéza cholesterolu a apolipoprotein(; syntézou monooxygenaz
cytochromového systému P450 na detoxikaci organismu; ale i dalsich télesnych pochodl — napf.
ovlivnénim syntézy koagulacnich faktor( na srazeni krve (Odom D. T. et al., 2004). Na expresi téchto
genl participuje v hepatocytech nékolik specifickych jaternich i obecnych transkrip¢nich faktord,
mezi nimi i HNF-1 a HNF-4a.

V pankreatickych B-bunkach hraje HNF-1a centrdlni roli v transportu glukézy do bunky a
jejim intracelularnim metabolismu (glykolyze a mitochondridlni oxidaci), nebo téZz bunécném cyklu
(bunécné proliferace a apoptdzy) ¢i B-celularni komunikaci (Fajans S. S. et al., 2001; Wang L. et al.,
2000; Wobser H. et al., 2002). Uplatriuje se jako dulleZity regulator inzulinové sekrece, Fidici expresi
vyznamnych gen( kddujicich inzulin, glukézovy transportér 2 (GLUT2), pyruvat kinazu, aldolazu B, 3-
OH-3-methylglutaryl koenzym-A reduktazu a mitochondrialni 2-oxoglutarat dehydrogendzu a dalsi.

V ledvinach, konkrétné v proximalnim renalnim tubulu, zajistuje expresi fady transportnich
bilkovin, zejména SGLT2, podilejici se na reabsorpci glukdzy a dalSich metabolitl z ledvin (Pontoglio
M. et al., 2000).

HNF-1a se také uplatiiuje v diferenciaci a fungovani intestindlniho epitelu. V nékolika in vivo
studiich bylo prokdzano, Ze v diferencovanych enterocytech aktivuje expresi rady intestindlnich gend,
napf. Fabpl, LPH, Cftr a Glc-6-Pase (Mouchel N. et al., 2004; Gautier-Stein A. et al., 2006; Bosse T. et
al., 2007), v in vitro studiich pak napf. Dpp4 (Erickson R. H. et al., 2000). Regulaci exprese Jagl, Atohl
a Cdx2 se ve stifevnim epitelu spolu s HNF-1B podili na rozhodovani o bunéc¢ném osudu a terminalni
diferenciaci enterocyt(, v€etné intestinalnich sekre¢nich bunék (D"Angelo A. et al., 2010).

Poznatky o vyznamu a funkci HNF-1 jsou ziskdvany zejména ze zvifecich modell
s homozygotni hnfla mutaci (hnf1”" my3i). Nelze je oviem zcela analogicky aplikovat na lidské
pacienty s heterozygotni HNF1A mutaci, jelikoZ se HNF-1a (a podobné také HNF-4a) vaze na jiné geny
u lidi a jiné u mysi. Tkanové specificka regulace transkripce se tudiz mezi témito dvéma ZivocisSnymi
druhy vyznamné odlisuje (Odom D. T. et al., 2007). Analyzy hovofi o tfetinové ¢i 20% vazbové shodé
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mezi mySim a lidskym genomem (Odom D. T. et al., 2007; Boj S. F. et al., 2009). Na druhou stranu
vazba HNF-1a (i HNF-4a) k nékterym cilovy gendim s esencialni funkci je mezi mySmi a lidmi znac¢né
konzervovana (Boj S. F. et al., 2009). Heterozygotni zvifata (hnf1”" mygi) sice zrcadli podobnou
genetickou situaci, jaka se vyskytuje u lidskych jedinc( s heterozygotni HNF1A mutaci, ale organova
poskozeni a z nich plynouci klinické odchylky (véetné diabetu) u nich nevznikaji (Dukes I. D. et al.,
1998; Pontoglio M. et al., 1998). Na druhou stranu Ize namitnout, Ze vétsina studii pouzivala relativné
mladé heterozygotni mysi, pficemz diabetes a dalsi klinické symptomy MODY se mohly manifestovat
az v pokrocilejSim véku (Johnson J. D., 2007).

Porucha funkce HNF-1a

Deficit HNF-1a vede k progresivni metabolické dysregulaci. Na experimentdlnich modelech a u
lidskych jedincG se vSak projevuje odlisné. Na mysich modelech s Uplnou absenci HNF-1a lze
pozorovat €asné po narozeni rozvoj hepatomegalie (dosahujici na zacdtku druhého tydne Zivota
dvojnasobku normalni velikosti jater) a jaterniho selhani s metabolickym rozvratem, poruchu
inzulinové sekrece (manifestujici se inzulin-independentnim diabetem) a Fanconiho syndrom s
poruchou proximdlni tubularni reabsorpce (projevujici se zdvaznou glykosurii, polyurii) a progresivni
wasting syndrom (se ztratou fosfatli a aminokyselin), ktery je dale provazen kachexii (svalovou atrofii
a ztratou podkozniho tuku) a masivni demineralizaci kosti; u nékterych mysich modeld pozorujeme
také dwarfismus (Pontoglio M. et al., 1996; Pontoglio M. et al., 1998; Pontoglio M. et al., 2000; Lee Y.
H. et al., 1998).

Uplné chybéni HNF-1a neni v lidské populaci popsano, resp. neni s zivotem slucitelné (Cerna
M. et al., 2013). Parcialni defekt HNF-1a se u Clovéka projevuje zejména rozvojem glukoregulaéni
poruchy a diabetes mellitus (HNF1A-MODY), provazené glykosurii (snizenim renalniho prahu pro
glukdézu) a selektivni aminoacidurii. Porucha jaternich funkci jednoznaéné prokazana nebyla. Je
mozné, Ze u lidskych jedincl ve vétsiné bunék staci k plnému zajisténi funkce tohoto transkripéniho
faktoru pfitomnost jen jedné wild-type alely (Riffel G. U. et al., 2001) nebo jsou jeho funkci schopny
nahradit jiné transkripcni faktory, napf. vjatrech HNF-1B. To vsak zcela zfejmé neplati v jinych
tkanich, napf. v pankreatu nebo v ledvinach (v pfipadé exprese Sglt2). Predevsim neschopnost
nemutované alely nebo jinych genli kompenzovat HNF-1a dysfunkci v pankreatu, svéd¢i o zasadni
Uloze HNF-1a praveé v B-burice.

. Porucha funkce HNF-1a v jatrech

Pomoci homologni inaktivace HNF1A genu u mysi byla prokazana Uplna inaktivace pomérné malého
subsetu cilovych jaternich genl (napf. PAH genu, kédujici fenylalanin hydroxylazu), zatimco
transkripce vétsiny ostatnich genl, které byly povazovany striktné pod kontrolou HNF-1a (napf. genu
pro albumin a al-antitrypsin), byla ve skutecnosti ovlivnéna jen malo (Pontoglio M. et al., 1996).
Ztratu funkce HNF-la zde mohou c¢dstecné kompenzovat jiné transkripéni faktory interagujici
s regulac¢nimi elementy HNF-1a cilovych geni (Pontoglio M. et al., 1996), napriklad up-regulaci HNF-
1B, ktery je schopen do urcité miry prevzit dlohu a-proteinu na mnoha HNF1 cilovych genech.
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Napadnym rysem hnf1 deficientnich mysi je hepatomegalie a hyperfenylalaninémie. Absence
fenylalanin hydroxylazy, zptsobena prakticky nulovou expresi PAH genu, vede k poruse plazmatické
clearence fenylalaninu a jeho kumulaci — hyperfenylalaninémii. Klinickym dlsledkem
hyperfenylalaninémie je rozvoj fenylketonurie. Defektni genovou transkripci dochazi také k poruse
transportu a syntézy Zzluovych kyselin. Snizena exprese transportért Zlu¢ovych kyselin (Slc10al, 21a3
a 21a5) na bazolaterdlni membrané hepatocytll vede k poruse vychytavani Zlucovych kyselin
z portdlni krve a tim ke zvySeni jejich plasmatické koncentrace (Shih D. Q. et al., 2001).
Pravdépodobné vlivem snizené aktivity HDL-katabolického enzymu — jaterni lipazy a zvysené exprese
HDL-esterifikujiho enzymu lecitin-cholesterol-acyl-transferazy, se v pfitomnosti velkych HDL partikuli
zvysuje plasmaticka hladina cholesterolu (Shih D. Q. et al., 2001). Spolu s poruchou HDL metabolismu
se také zvysuje syntéza jaterniho cholesterolu.

Hepatomegalie se rozviji zdhy po narozeni a je zpUsobena jednak akumulaci tuku pfi poruse
metabolismu mastnych kyselin (Akiyama T. E. et al., 2000) a podle nékterych studii také zvySenou
proliferaci hepatocyt(, kterou autofi vysvétluji jako snahu kompenzovat poskozené jaterni funkce
(Pontoglio M. et al., 1996). Na druhou stranu, prokdzané zvySeni transamindz, cholesterolu a
bilirubinu spolu s hyperamonémii (Pontoglio M. et al.,, 1996; Shih D. Q. et al.,, 2001) muzZe u
homozygotnich zvitat svédcit spiSe o hepatoceluldarnim poskozeni, resp. destrukci.

V jinych mysich linii se homozygotni inaktivace HNF-la pojila s dwarfismem (formou
trpaslictvi) rezultujici z poruchy glukdza-6-fosfatového systému, vzniklé vinou sniZzené exprese
jaterniho G6P-transportéru (Hiraiwa H. et al., 2001). Ta je asociovana nejen s rlstovou retardaci, ale
podili se také na vzniku hepatomegalie, hyperlipidémie a rendlni dysfunkce u téchto zvirat (Hiraiwa H.
et al., 2001).

Vyznam HNF-1a pro fungovani jater neni u ¢lovéka zatim plné objasnén. Porucha jaternich
funkci asociovana s HNF1A mutaci nebyla u lidskych jedincd jednoznacné prokazana. Dlvodem mizZe
byt pritomnost transkripéni regulacéni sité, ve které funkci HNF-1a mlzZe nahradit jiny transkripcni
faktor (napf. HNF-4a nebo HNF-1B). Nicméné u nékolika nespfiznénych HNF1A-MODY rodin se
zarodecnou heterozygotni HNF1A mutaci byl popsan vyskyt jaterni adenomatdzy, charakterizované
jako pfitomnost ¢etnych adenomd v normadlnim jaternim parenchymu. Vyskyt adenomatdzy, byl
v téchto rodinach Siroce variabilni, byl diagnostikovan v rlizném véku a klinicky se manifestoval také
odlisné — jednotlivé kazuistiky popisuji asymptomaticky pribéh az po fatalni krvaceni (Reznik Y. et
al., 2004). V téchto pripadech se jednalo o kosegregaci jaterni adenomatdzy s bialelickou inaktivaci
HNF1A [skladajici se bud ze dvou odlisSnych mutaci v genu pro HNF-1a nebo HNF1A deleci (Reznik Y.
et al., 2004; Bluteau O. et al., 2002)]. HNF1A tak vlastné spinil geneticka kritéria klasického tumor
supresorového genu (Bluteau O. et al., 2002).

e Porucha funkce HNF-1a v pankreatu

HNF-1a Fidi v pankreatu, podobné jako v jatrech, expresi velkého mnoizstvi genl zajistujici Siroké
spektrum funkci (pleiotropni Ucinek HNF-la). Genova exprese fizend HNF-la je v pankreatu
iniciovana brzy po vzniku diferencovanych B-bunék (Hansen S. K. et al., 2002). Po cely jejich Zivot pak
HNF-1a hraje centralni ulohu v regulaci jejich rlistu a funkce.
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HNF-1a se v B-burice spolu s ostatnimi transkripcnimi faktory transkripéni regulacni sité podili
zejména na fizeni transportu a intracelularnim metabolismu glukézy (Stoffel M. & Duncan S. A.,
1997), jez jsou nutnou podminkou ke spusténi sekrece inzulinu po glukézovém stimulu. Porucha
funkce HNF-1a v pankreatickych B-bunkach a s ni spojend abnormalni genova regulace vede ke
komplexni poruse metabolické signalizace inzulinové sekrece a také rlstu B-bunécéné masy.
Intracelularni déje v B-burice jsou naruseny hned na nékolika Urovnich: a) je snizen pfivod glukézy do
B-bunky, ¢imzZ klesa uroven glykolyzy; b) pfimym ucinkem na enzymatickou glykolytickou a oxidacni
(mitochondridlni) kaskddu dochazi k poruse intraceluldrnich metabolickych pochodl glukdzy
resultujici v pokles tvorby ATP, tj. v neschopnost navysit tvorbu ATP po expozici glukdzou; c) snizuje
se schopnost adaptivni reakce na hyperglykémii (tj. moZnost reagovat hyperplazii a hypertrofii); d)
shiZuje se exprese dalSich tkanovych faktort regulaéniho transkripéniho okruhu (HNF-4a, IPF-1/PDX-1
a NeuroD1), ¢imz se rozrusi celd transkripéni B-celularni sit; e) snizuje se syntéza inzulinu; f) klesa
obsah intraceluldrniho kalcia a droven degranulace inzulinovych zdsobnich granuli; g)
pravdépodobné vede k indukci apoptdzy B-bunék a redukci celkové masy B-bunék (Wang H. et al.,
2000; Shih D. et al., 2001; Pelikdnova T. a kolektiv, 2007).

Za popsanou dysregulaci inzulinové sekrece stoji porucha exprese vice nez 20 genl
zapojenych do glykolyzy, oxidativni fosforylace a mitochondridiniho metabolismu, konkrétné
nedostatecna exprese genl kddujici glukdzovy transportér GLUT-2 (umoznujici vstup glukdzy z krve
do B-bunék), enzymy glykolytické kaskady (glukokindzy, pyruvat kindzy atd.) a enzymy
mitochondridlni (2-oxoglutarat dehydrogenadza aj.). Podstatné mnozZstvi takovych gen( je primymi cili
HNF-1a, nékteré mohou byt pravdépodobné down-regulovany v disledku nepfimych ucinkd (Servitja
J. M. et al., 2009).

U my3i s knockoutovanym hnfla (hnf-1a”") dochazi jiz par dni po narozeni k rozvoji zavazné
hyperglykémie, resp. k diabetes mellitus, nezdvislého na podavani exogenniho inzulinu (Lee Y. H. et
al., 1998). Podkladem vzniku cukrovky je vySe popsana porucha B-celularni glykolytické signalizace a
defektni glukdézou-indukované inzulinové sekrece (Dukes I. D. et al., 1998; Lee Y. H. et al., 1998;
Pontoglio M. et al., 1998). B-buriky hnf-1a”" mysi maji také nizéi obsah inzulinu, jenz lze &aste¢né
vysvétlit poruchou transkripce genu pro inzulin. Pfepis inzulinového genu vSak neni zcela
suprimovan, jelikoz se na ném podili také jiné transkripcni faktory (Lee Y. H. et al., 1998; Pontoglio M.
et al., 1998).

Heterozygotni mutace hnf-1a u mysi (simulujici situaci u lidskych jedinct) ke vzniku diabetu
nevede. Hnf-1a”" my3i maji glykémii naprosto normalni (Dukes I. D. et al., 1998; Pontoglio M. et al.,
1998). Jako vhodnéjsi model k porozuméni molekuldrnich mechanismu, jakymi mutace v HNFI1A u
lidskych pacientll podminuji vznik diabetu, se jevi bud INS-1 buriky nebo transgenni mysi over-
exprimujici pfirozené se vyskytujici dominantné-negativni HNF-1a mutaci P291fsinsC, tzv. P291fsinsC-
HNF-1a transgenni mysi (Yamagata K. et al., 2002). U nich se tak jako u pacientli s HNF1A-MODY
postupné rozviji porucha glukdzou stimulované inzulinové sekrece (Yang Q. et al., 2002). Diabetes je

Vv

porucha jaternich a renélnich funkci, tak jako u hnfla” mysi (Pontoglio M. et al., 1996).
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U lidskych jedincl je homozygotni mutace s Zivotem neslucitelnd a nebyla u lidi popsana
(Cernd M. et al., 2013). Heterozygotni mutace naopak vede k postupné deterioraci B-buné&né funkce
(Pearson E. R. et al. 2001), rezultujici v diabetes mellitus (HNF1A-MODY) v obdobi adolescence nebo
Casné dospélosti (Fajans S. S. et al., 2001).

Heterozygotni mutace v HNF1A vedou ke vzniku diabetu jednak v dasledku haploinsuficience,
kdy exprese jediné alely v B-bufice nestadi zajistit plnou funkci proteinu a jednak dominantné-
negativnim ucinkem, kdy mutovana alela poskodi i alelu druhou [tvorbou nefunkéniho dimeru s wild-
type HNF-1a] (Ellard S. & Colclough K., 2006). Nasledkem je porucha metabolické signalizacni drahy
glukézy v B-burice (Pontoglio M. et al., 1998) vedouci k poruse inzulinové sekrece na glukdzovy
stimulus.

Kromé poruchy funkce B-bunék byla u pacientl s HNFIA-MODY zjisténa také porucha
glukagonové sekrece svédcici o dysfunkci a-bunék (Yoshiuchi I. et al., 1999) a sekrece pankreatického
polypeptidu (Fajans S. S. et al., 2001).

. Porucha funkce HNF-1a a bunécny cyklus — neblahy osud 8-buriky

Regulaci bunécného cyklu ovliviiuje HNF-1a také rlist bunék. V Langerhansovych ostrlvcich a jatrech
je ovsem vysledny efekt protichGdny (Servitja J. M. et al., 2009). V B-bunkach, kde je vliv na bunécny
cyklus nejlépe dokumentovany, se prakticky vétsina, ne-li vSechny MODY geny uplatiiuji jako daleZité
anti-apoptotické faktory (Johnson J. D., 2007). HNF-1a se konkrétné podili jak na regulaci apoptdzy,
tak na regulaci proliferace B-bunék. Studie provedené na zvifecich modelech HNF1A-MODY dolozila,
Ze knockout HNF1A nebo exprese dominantné negativni mutace HNF1A (DN-HNF1A) jednak snizuje
rychlost B-bunécné proliferace a jednak Cini tyto bunky citlivéjsi k apoptdze, ¢imz redukuje celkovou
B-bunécnou masu (Pontoglio M. et al., 1998; Hagenfeldt-Johansson K. A. et al., 2001; Yamagata K. et
al., 2002; Wobser H. et al., 2002; Wobser H. et al., 2006; Bonner C. et al., 2010).

Zcela opacny ucinek ma HNF-1a v jatrech (Servitja J. M. et al., 2009). Deficience HNF1A
v hepatocytech, na rozdil od B-bunék, zplisobuje narlst exprese regulacnich genl proliferace
(mitdzy) a bunécného cyklu (napf. gend kodujici cykliny).

Mysi s knockoutovanym hnfla (hnfla”) maji malé pankreatické ostravky, snizeny pomér B- a
nonp- (a) bunék (Pontoglio M. et al., 1998; Lee Y. H. et al., 1998; Wobser H. et al., 2002) a vzhledem
ke stupni hyperglykémie neadekvatni mnozstvi B-bunécné masy (Pontoglio M. et al., 1998). Takové
mnozstvi B-bunék ovsem mize korelovat s vyrazné snizenym mnozstvi svalové hmoty a velikosti
takovych mysi (Pontoglio M. et al., 1998). Po adjustaci na télesnou hmotnost nemusi byt B-bunécna
masa vyrazné zménéna (Yamagata K. et al., 2002), ale spiSe mizZe reflektovat nedostate¢nou
schopnost akcelerovat rychlost proliferace pfi hyperglykémii (Pontoglio M. et al., 1998).

Transgenni mysi over-exprimujici v B-bufikdch dominantné negativni HNF-1a mutantu maji ve
skutecnosti vyznamné redukovanou B-celuldrni masu i snizenou rychlost proliferace B-bunék
(Yamagata K. et al., 2002; Hagenfeldt-Johansson K. A. et al., 2001; Yang Q. et al., 2002). V pfipadé
P291fsinC-HNF-1a-transgennich mysi [modell exprimujici prirozené se vyskytujici dominantné-
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negativni formu lidského HNF-1a (P291fsinsC) v pankreatickych B-bunkach], které nejsou vyrazné
ristové retardované, jsou rozdily v B-bunécéné mase signifikantni i po adjustaci na télesnou hmotnost
(Yamagata K. et al., 2002). Pokles proliferace (dosahujici 15%) se snizenim poctu B-bunék (az o 50%)
progreduje se stafim transgennich mysi (Yamagata K. et al., 2002).

Priciny téchto zmén jsou pravdépodobné komplexni. Pfi deficitu HNF-1la zfejmé dochazi
k ovlivnéni exprese fady regulacnich proteini bunécného cyklu, vcetné receptorli pro rlstové
faktory, ligandy, transdukéni regulatory a regulacni protedzy, z nichz nékteré jsou primymi cili HNF-1a
(Servitja J. M., 2009). Analyzou rudstu inzulin secernujicich bunék (INS-1) over-exprimujici dominantné
negativni mutaci P291fsinsC bylo zjisténo, Ze dochazi k zastaveni bunééného cyklu v prechodu z G1
do S-faze vlivem snizeni exprese cyklinu E (regulacni podjednotky cyklin-dependentnich kinaz,
zodpovidajicich za prechod z G1 do S-faze) a zvySenim exprese inhibitoru bunécného cyklu p27 (Yang
Q. et al., 2002). Tato studie navic ukazala, Ze HNF-1a rozhoduje o fizeni rlistu pankreatickych B-bunék
prostfednictvim regulace transkripce IGF-1 genu (kdédujici IGF-1 — hlavni rlstovy faktor B-bunék,
jehoZ exprese je v pankreatickych ostrlivcich down-regulovana).

V experimentu na INS-1 bunkach bylo také prokazano, ze se HNF-1a ucastni fizeni exprese
genU zapojenych do regulace apoptdzy (Wobser H. et al., 2002). Inhibice exprese HNF-1a cilovych
genll (dominantné negativni supresi HNF-la) vede k aktivaci evolucné konzervované cesty
apoptotické bunécné smrti prostifednictvim zmén genové exprese a mitochondrialni funkce (Wobser
H. et al., 2002). Béhem 48 hodin po supresi funkce HNF-la dochdzi k uvolnéni cytochromu C
z mitochondrii, aktivaci iniciacni kaspazy-9 a exekutorové kaspazy-3, odsuzujici buriky k apoptotické
bunécné smrti. Aktivaci kaspdz predchdzi hyperpolarizace mitochondrii a pokles exprese anti-
apoptotického proteinu Bcl-xL — proteinu lokalizovaného v mitochondridlni membrané, kde primarné
inhibuje uvolnéni faktor( aktivujicich proapoptotické kaspazy (napf. cytochromu C)
z mitochondridlniho mezimemebranového prostoru do cytosolu, jenZ spousti a akceleruji tvorbu
apoptosomu a aktivaci kaspaz (Wobser H. et al., 2006). Zajimavé je, ze jak u wild-type-HNF-1a-
exprimujicich tak u dominantné-negativni-HNF-1la-exprimujicich bunék vedla kultivace v 25
milimolarnim roztoku glukézy k podobnému narlstu apoptdzy. U bunék s dominantné-negativni
supresi HNF-1la vSak navic doslo kvysoké senzitizaci k ceramidové toxicité (ceramid je klicovy
medidtor apoptdzy indukované volnymi mastnymi kyselinami). Navic i kultivace téchto bunék

v roztoku glukdzy o nizké koncentraci vedlo k up-regulaci inhibitoru bunééného cyklu p27"**.

Navzdory prokazatelnému Ubytku funkéni B-bunécné masy, ke kterému Siroce prispiva nardst
apoptozy (Pontoglio M. et al., 1998; Hagenfeldt-Johansson K. A. et al., 2001; Bonner C. et al., 2010),
vSak zfejmé dochdzi soubéiné ke vzniku novych B-bunék. B-bunéénd masa je totiz ve skutecnosti
vysledkem homeostatické rovnovahy mezi vznikem novych B-bunék a jejich apoptdzou. Bonnerova et
al. zjistili, Ze negativné-dominantni suprese HNF1A vede spolu s apoptdézou INS-1 bunék k indukci
exprese regenerativniho PSP/reg genu (Bonner C. et al., 2010). PSP/reg je protein, jenz stimuluje
proliferaci B-bunék a navysuje jejich celkovou masu. Je fyziologicky sekretovan v pankreatickych
acinarnich burikach, ale také je exprimovan v pankreatickych ostrlivcich pfi jejich poskozeni a
regeneracnich procesech. Apoptdze podléhajici B-bunky mohou sekretovat tento faktor, jenz
nasledné stimuluje expresi regenerativnich genli a bunécnou proliferaci v sousednich burikach a
s urcitou pravdépodobnosti usnadfiovat obnovu B-bunécné masy. JelikoZ se viak HNF1A-MODY vyviji
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v pribéhu nékolika let nebo dekad, mira destrukce nebo apoptdzy B-bunék pravdépodobné nakonec
prevysi rychlost vzniku novych bunék.

Zda je pokles proliferace a narlst apoptdzy B-bunék s redukci B-bunééné masy pritomen také
v pfipadé konkrétnich pacientdi s HNFIA-MODY, neni v soucasné dobé pfimo prokazané. Nicméné z
typické klinické manifestace progresivni B-bunécné dysfunkce na ni Ize nepfimo usuzovat. U pacientl
s HNF1A-MODY dochazi ke zhorSeni glukdzové tolerance po uplynuti prvni dekddy Zivota a dale
progreduje do diabetu obvykle az v pozdnim détstvi, adolescenci ¢i ¢asné dospélosti (Hattersley A. T.,
1998; Pearson E. R. et al., 2001; Ryffel, G. U., 2001). Pti takto progresivnim pribéhu onemocnéni se
s nejvétsi pravdépodobnosti v patogenezi MODY neuplatiuje jen samotny defekt inzulinové sekrece,
ale pravdépodobné také postupny zanik B-bunék (Frayling T. M. et al., 2001).

. Porucha funkce HNF-1a v ledvindch

Deficit HNF-la vledvindch zplUsobuje u mysi drastické sniZzeni reabsorpce nékterych
metabolitd v proximalnich tubulech (Pontoglio M. et al., 1996). Glomeruly prefiltrovana glukdza,
fosfat a nékteré specifické aminokyseliny (napf. glukoplastickd aminokyselina arginin) jsou
nendvratné ztraceny moci. Glykosurie je klasicky provdzena osmotickou diurézou se vsemi jejimi
dasledky.

Porucha zpétné reabsorpce uvedenych metabolitd je podminéna selhanim sekundarné
aktivniho transportu pres sodiko-glukdzovy ko-transportér SGLT2 (sodium glucose transporter 2).
SGLT2 se nachazi v inicidlni ¢asti proximalniho tubulu, kde je koncentrace glukdzy jesté relativné
vysoka a zodpovida zde za vysokokapacitni nizkoafinitni transport glukézy. Gen pro SGLT2 je cilovym
genem HNF-la (Pontoglio M. et al., 2000) a jeho inaktivace u hnfl-deficitnich mysi vyznamnou
meérou snizuje kapacitu pro reabsorpci glukdzy, fosfatl a argininu. SGLT1 kddujici stejnojmenny
transportér je naopak u HNF-1a deficientnich mysi exprimovan normalné. Nadmérné ztraty glukdzy
do modi (dosahujici az 1 g) Ize u hnfloz'/' mysi detekovat 2. az 5. den po narozeni, a to i pfi
normoglykémii (Pontoglio M. et al., 1996).

Klinickym dlsledkem masivnich ztrat uvedenych metabolitl je wasting syndrom (Pontoglio
M. et al.,, 1996). Pokles energetické bilance, deplece vody a minerdll se projevi neprospivanim a
poruchami ristu. Vlivem fosfaturie dochazi k demineralizaci kosti. Deplece argininu se (zejména u
hlodavct) projevi mirnou hyperamonémii (u savc se arginin uplatfiuje v uredzovém cyklu méné).

Vyznamnym rysem HNF-1a deficitu v ledvinach je také zfetelna redukce glomerularni filtrace
(Pontoglio M. et al., 1996). Vzhledem k znacné redukci svalové hmoty a také faktu, Ze prekurzorem
kreatininu je arginin, nedochazi sou¢asné k elevaci plasmatické koncentrace kreatininu.

Také u HNF1IA-MODY pacientl je popsand shizena exprese SGLT2 v proximalnim tubulu
(Pontoglio M. et al., 2000). Snizeny renalni prah pro glukézu se klinicky projevi glykosurii pfi relativné
mirné hyperglykémii a selektivni aminoacidurii (Menzel R. et al., 1998). Tyto nalezy jsou pomocnym
diagnostickym a screeningovym kritériem HNF1A-MODY (Ellard S. et al., 2008).
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. Porucha funkce HNF-1a v gastrointestindlnim traktu

| kdyz HNF-la v diferencovanych enterocytech aktivuje expresi fady genl, o jeho funkci v
intestinalnim epitelu neni mnoho znamo. V experimentu na hnf1”" mysich modelech nevede samotna
ztrata HNF-1a funkce na Urovni intestindlniho traktu k Zadné zavaznéjsi poruse (D’Angelo A. et al.,
2010). Prokazéna byla napfiklad jen porucha exprese bilidrniho transportéru (Slc10a2) v ileu, jenz
vedla ke zvySené fekdlni exkreci Zlu¢ovych kyselin (Shih D. Q. et al., 2001).

Na druhou stranu soucasnd inaktivace spolu s hnf-18 vede ke smrti béhem nékolika dni
z dlivod( téZzké dehydratace (D°Angelo A. et al., 2010). Pricinou je porucha exprese Scl26a3, kodujici
stejnojmenny aniontovy vyménik, jenz zajistuje absorpci vody ve stfevé. Mutace pfimo tohoto genu
je mimochodem zodpovédnda za Zivot ohroZujici kongenitalni formu chloridovych prijma u lidi
(D’Angelo A. et al., 2010).

U pacientd s HNFIA-MODY neni znama Zadna souvisejici stfevni patologie.
1.2.4 Transkrip¢ni faktor HNF-4a

HNF-4a je ¢len rodiny nuklearnich receptor(i (NR)2A1, na ligandu-zavislych transkripcnich faktor(,
jenz byl identifikovan na zakladé své schopnosti vazat se na promotory specifickych jaternich gen(
[pro transtyretin u mysi a lidsky apolipoprotein CllI] (Sladek F. M. et al., 1990). HNF-4a je v mnoha
ohledech v rodiné nukledrnich receptorl unikatni. Predstavuje jeden z nejvice konzervovanych
nuklearnich receptord, jenz Ize nalézt prakticky v kazdém organismu (Sladek F. M. et al., 1990).

HNF-4a disponuje hned nékolika doménami. Jsou jimi dvé transaktivacni domény s
vazebnymi misty [AF-1 (A/B doména) na N-konci a AF-2 na C-konci aminokyselinového fetézce]; DNA-
vazebnd doména (doména C), kterou tvofi dva zinkové prsty; ddle ligandovd doména (E), ktera
vytvdfi hydrofobni kapsu; a dlouhd F doména na samotném C-konci aminokyselinového retézce,
obsahujici kratkou represorovou oblast. Na C-konci se také nachdzi oblast nezbytna
pro homodimerizaci (Bogan A. A. et al.,, 2000; Ryffel G. U., 2001; Wisely G. B. et al.,, 2002). S
ligandovou doménou je asociovand endogenni mastna kyselina, ktera je vsazena do vazebné kapsy
po translaci, béhem skladani (foldingu) proteinu (Gonzales F. J., 2008). Tato vazba je reverzibilni,
ovsem nebylo jednoznacné prokazano, Ze by ovliviiovala transaktivaéni funkci proteinu (Bolotin E. et
al., 2010).

Na promotory cilovych genll se HNF-4a vaie pres DNA-vazebnou doménu pouze jako
homodimer, a to jen na kontrolni (response) elementy skladajici se z pfimych repetic [direct repeat-1
(DR-1)] (sladeklab.ucr.edu).

Gen pro HNF-4a (HNF4A) je lokalizovan na dlouhém (q) raménku 20. chromosomu, zahrnuje
13 exonl a ma dva promotory — P1 a P2 (Sujjitjoon J. et al., 2008). Tyto promotory jsou béhem vyvoje
aktivovany v odlisnych tkanich v rlznou dobu (Bolotin E. et al., 2010). Podle toho existuje devét
znamych splicingovych variant (izoforem) tohoto genu s rliznym funkénim vyznamem (Bogan A. A. et
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al., 2000), jenz se lisi transaktivacni aktivitou (A/B domény), mistem a ¢asem své exprese (Bolotin E.
et al.,, 2010).

HNF-4a je exprimovan jiz ve fetalnim obdobi ve visceralnim endodermu, postnatalné pak
zejména v jatrech (hepatocytech), a v mensi mife také v pankreatu (B-bunkach a jinych ¢astech
ostrivkl), v ledvinach (proximalnim tubulu) a v gastrointestindlnim traktu [tenkém a tlustém stievé,
Zaludku] (Gonzalez F. J., 2008; Bolotin E. et al., 2010). V jatrech se nachazi transkripty HNF-4a
odvozené prevazné z P1 (jaterné specifického) promotoru (Hansen S. K. et al., 2002), popfipadé
zobou — P1 i P2 (Odom D. T. et al., 2004; Thomas H. et al., 2001). V pankreatu se naopak nachazi
transkripty odvozené vylucné z P2 (pankreatického specifického) promotoru (Odom D. T. et al., 2004;
Thomas H. et al.,, 2001; Hansen S. K. et al., 2002). V hepatocytech jsou proto aktivni izoformy
HNF4A1-6, v B-bufikdch jsou exprimovany izoformy HNF4A7-9 (Cernd M. et al., 2013). Postnatélné
prevaZzuje v jatrech (a podobné v ledvindch) izoforma HNF4A2, v B-bunkach pankreatu jsou to
izoformy HNF4A7/8. Vtenkém stfevé a tradniku jsou exprimovany izoformy HNF4A7/8 spolu s
HNF4A1/2.

Exprese HNF4A, resp. funkce HNF-4a, mlze byt regulovana interakci stadou rdznych
modifikacnich enzym( a transkripénich faktor(i, formovanim komplex( s riznymi kofaktory nebo
interakci s jingymi nukledrnimi receptory. | kdyZ informace o téchto regula¢nich mechanismech byly
ziskany od rdznych Zivocisnych druh(, je moiné se vzhledem k vysoce konzervované strukture a
funkci HNF-4a domnivat, Ze vétsina, ne-li vSechny budou platné i u lidského HNF-4a (Wisely G. B. et
al., 2002; Gonzales F. J., 2008; Bolotin E. et al., 2010). HNF-4a tak mlZe byt za urcitych okolnosti
regulovan posttranslacnimi modifikacemi, napf. fosforylaci, acetylaci ¢i metylaci, které maji na funkci
HNF-4a rlizny efekt.

Mezi transkripéni faktory, které reguluji expresi HNF4A patfi HNF-1a (Hansen S. K. et al.,
2002) a IPF-1 [neboli PDX-1] (Thomas, H. et al., 2001). HNF-4a funguje s HNF-1a a IPF-1/PDX-1 ve
vzajemné se ovliviujicim regulacnim okruhu (Hansen S. K. et al., 2002). Transkripci HNF-4a
v pankreatu aktivuje HNF-la pfes P2 promotor HNF4A, HNF-4a pak aktivuje HNF1A transkripci
(Pearson E. R. et al., 2005). Na promotoru P2 HNF4A existuje regulacni vazebné misto také pro IPF-
1/PDX-1 a naopak (Hansen S. K. et al., 2002). Pfedpoklada se, Ze prostfednictvim téchto pfimych
zkfizenych regulacnich interakci mezi sebou HNF-la a HNF-4a vytvareji v B-burikdch regulaéni
(vzdjemné zavislostni) smycku, se zpétnou (pozitivni) kontrolou, zodpovidajici za konec¢ny fenotyp
pankreatickych B-bunék (Ferrer J., 2002; Odom D. T. et al., 2004). Haploinsuficience jednoho z téchto
centralnich transkripcnich faktorll pak vede krozpadu této regulaéni smycky a konecné ke
vzniku diabetes mellitus (Ferrer J., 2002). To vysvétluje velmi podobnou klinickou prezentaci HNF1A-
MODY a HNF4A-MOQODY.

V jatrech je transkripce fizena pfedevsim pres P1 promotor HNF4A (Hansen S. K. et al., 2002),
ktery neobsahuje vazebné misto pro HNF-1a. Zminéna regulacni smycka v jatrech zfejmé hraje méné
vyznamnou roli neZ v pfipadé pankreatu, coZz by zase mohlo vysvétlovat odlisny ,jaterni” fenotyp
(napt. lipidovy metabolismus), patrny mezi pacienty s HNF1A-MODY a HNF4A-MODY (Pearson E. R. et
al., 2005).
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Provazanost obou téchto transkripcnich faktor( se vsak lisi nejen v jednotlivych tkanich, ale
téZ v raznych vyvojovych obdobich (Servitja J. M. & Ferrer J., 2004), i mezi Zivo¢iSnymi druhy. HNF-4a
je jednoznacné potrebny pro expresi HNF1A ve fetalnich jatrech a visceralnim endodermu (Stoffel M.
& Duncan S. A,, 1997; Li J. et al., 2000; Hayhurst G. P. et al., 2001), ne vsak v adultnich jatrech
[exprese Hnfla v adultnich HNF4A-null hepatocytech neni narusena (Gonzalez F. J., 2008)] ani
v adultnich B-burnkach [pro expresi HNF1A v adultnich B-burikdch neni HNF-4a vibec potiebny
(Gupta R. K. et al., 2005)].

HNF-4a nema ligand, ktery by jej zpisobem typickym pro nuklearni receptory, aktivoval
zménou jeho konformace (napf. uvolnénim ko-represorli a vazbou ko-aktivatord). Na rozdil od
mnoha jinych nuklearnich receptord, neexistuje v ptipadé HNF-4a presvédcivy dikaz o jeho aktivaci
exogennim ligandem (Gonzales F. J., 2008). Pro HNF-4a, lokalizovaného pouze v bunécéném jadre, je
naopak priznaéné, Ze mizZe aktivovat genovou transkripci a vazat hned nékolik riznych ko-aktivator(
bez pfitomnosti exogenniho ligandu. HNF-4a je vSak aktivovan endogennim ligandem (Wisely G. B. et
al.,, 2002). Trvalo vice nez 20 let, nez byl tento endogenni ligand identifikovan. Nyni vime, Ze
fyziologicky exprimovany HNF-4a vaZe jednu endogenni esencidlni mastnou kyselinu — kyselinu
linolovou, kterd je pevné navadzana na ligandovou doménu a pravdépodobné sama postacuje
k iniciaci interakce tohoto nuklearniho receptoru s ko-aktivatory a spusténi transkripce (Yuan X. et al.,
2009; Bolotin E. et al., 2010). Jakmile se translatovany HNF-4a pevné navdze na endogenni mastnou
kyselinu v bunice, ziskdva spontanné transkripéné aktivni konformaci. Po té funguje jako konstitutivné
aktivni transkripcni faktor (Wisely G. B. et al., 2002). lhned po vazbé na DNA nabird ko-aktivatory
[CREP (CBP), SRC-1 a GRIP1] a spolu s dal$imi proteiny pozitivhé reguluje expresi cilovych gent
(Gonzales F. J., 2008). Na mnoho vazebnych mist pro HNF-4a se mimochodem vazi také jiné nuklearni
receptory (napf. PPAR), pro néz je tak mnoho gent spolecnych (Bolotin E. et al., 2010).

Mutaci zménény protein HNF-4a ztraci schopnost vézat se k DNA a zpustit transkripci (Cerna
M. et al., 2013). Dysfunk¢ni protein je rychle exportovan do cytoplazmy a degradovan.

HNF-4a hraje dlleZitou roli v ¢asném embryonalnim vyvoji a v organogenezi, postnatalné se
podili na udrZzeni metabolické homeostazy (Hayhurst G. P. et al.,, 2001; Yuan X. et al., 2009).
Béhem intrauterinniho obdobi zodpovida za normalni funkci viscerdlniho endodermu a nasledné za
strukturalni a funkéni diferenciaci hepatocytll (Chen W. S. et al., 1994; Li J. et al., 2000) a stfevnich
bunék (Boyd M. et al., 2009). Knockout HNF4A u mysi vede vlivem dysfunkce visceralniho endodermu
k selhani gastrulace a predc¢asné smrti embrya (Chen W. S. et al., 1994; Duncan S. A. et al., 1997).
Analyzovat vyznam HNF-4a in vivo v dalSim vyvojovém obdobi umoZiuji pokusy s tkanove-
specifickym knockoutem HNF4A v jatrech, pankreatickych B-burkach a tra¢niku. Ve fetdlnich jatrech
je HNF-4a dominantnim regulatorem pocatecni epitelidlni transformace hepatocyt(, tedy normalni
jaterni architektoniky, a terminalni diferenciace hepatocytl (Bolotin E. et al., 2010; Li J. et al., 2000;
Parviz F. et al.,, 2003). V hierarchii komplexni transkripéni sité (zahrnujici dalsi HNF a nuklearni
receptory) stoji vtomto obdobi v jejim centru (Yuan X. et al., 2009; Bolotin E. et al., 2010) a jeho
exprese predciva expresi jak HNF-1B, tak HNF-1a (Ryffel G. U., 2001).

V utvofenych tkanich se vyznamné uplatriuje v fizeni bunécného metabolismu, aktivuje
expresi stovek gen0, kodujicich zejména metabolické enzymy. Svou roli pini také v lékovém
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metabolismu, hemokoagulaci ¢i inzulinové sekreci (Bogan A. A. et al., 2000; Odom D. T. et al., 2004;
Stoffel M. & Duncan S. A., 1997). Se zavedenim celogenomovych technik bylo nalezeno pres tisic dalsi
potencionalnich cild tohoto transkripéniho faktoru. VyuZiti integrovaného pfistupu a protein binding
microarrays (PBM) umoznilo identifikovat na 240 novych pfimych lidskych cilovych genli HNF-4a
v mnoha dalSich funkcnich oblastech, a to i téch, které doposud nebyly s HNF-4a typicky spojovany
[napf. bunécny cyklus a apoptdza, imunitni funkce atd.] (Bolotin E. et al., 2010).

V jatrech HNF-4a zajistuje predevsim expresi kliCovych gend energetického metabolismu
sacharidd, tukl a bilkovin. Mezi produkty téchto genu patfi glukdzové transportéry (GLUT2), enzymy
glykolyzy (jaterni pyruvat kindza, aldoldza B) a jaterni glukoneogeneze (fosfoenolpyruvat
karboxykinaza), lipidového metabolismu, apolipoproteiny (ApoAll a ApoClll) nebo sérové proteiny [a-
fetoprotein, transtyretin, transferin] (Cardot P. et al., 1991; Miquerol L. et al., 1994; Stoffel M. &
Duncan S. A, 1997; Yoon J. C. et al., 2001; Watt A. J. et al., 2003).

Zajimava je role HNF-4a v l|ékovém metabolismu (Kamiyama Y. et al.,, 2007). Pomoci
vektorového adenovirového systému suprimujici HNF4A expresi v lidskych hepatocytech, byl zjistén
signifikantni pokles exprese mnoha enzyml a transportérd nezbytnych pro metabolismus rady
exogennich a endogennich latek. Patfi mezi né cytochromovy P450 (CYP) systém, UDP-
glukuronosyltransferdza (UGT1A1), sulfotransferdza (SULT2A1), ATP-binding cassette transportér
(ABCB11 a ABCC2), organic anion transporting polypeptide (OATP1B1) a ornitin-transkarbamylaza
(OCT1). Jako pfimy transaktivator genl cytochromového systému P450 mlZe HNF-4a jejich
prostfednictvim snadno ovliviiovat |ékovou aktivitu (Gonzalez F. J., 2008). Pro lékovy metabolismus
ma zdsadni vyznam regulace exprese CYP2A6 a CYP3A4, jenz zpracovdvaji az polovinu
predepisovanych IéCiv (Watt A. J. et al., 2003)]. Variabilni exprese HNF-4a v jatrech muze u lidskych
jedincl prispivat k interindividudlni variabilité transkripce metabolizujicich genll a clearens Sirokého
spektra bézné predepisovanych a dostupnych léciv (Kamiyama Y. et al., 2007).

HNF-4a se také podili na homeostdze hemokoagulaéniho systému, a to zajisténim
konstitutivni exprese genu kddujicich koagulacéni faktory (Inoue Y. et al., 2006). Analyzou promotoru
mysich FXIl a FXIIB genl bylo prokazano, Zze HNF-4a pfimo reguluje transkripci stejnojmennych
koagulacnich faktor(. Jaterné-specifické HNF4A-null mysSi maji sniZzenou expresi jaternich
koagulacénich faktor( V, IX, XI, XIl a XIlIB a prodlouzeny aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as
(APTT).

V pankreatu fidi HNF-4a genovou expresi predevsim v B-burkach, v mensi mire pak také v a-
bunkach pankreatu, kde zodpovida za glukézovou homeostazu v organismu. V B-burikach je dllezity
pro transport a intracelularni metabolismus glukdézy a ndslednou sekreci inzulinu (Stoffel M. &
Duncan S. A., 1997), v a-burikach zfejmé pro sekreci glukagonu. B-celuldrni-specificky knockout HNF-
40 vede k selhani inzulinové sekrece a vzniku diabetu (Bolotin E. et al., 2010).

Spektrum konkrétnich cilovych genld a jim odpovidajicich bilkovinnych produkti je v
pankreatu podobny jako u HNF-1a (Stoffel M. & Duncan S. A., 1997; Wang H. et al., 2000). Tento fakt
reflektuje pfitomnost B-bunécné transkripcni sité s recipro¢ni regulaci HNF-1a a HNF-4a (Pearson E.
R. et al., 2005). HNF-1a a HNF-4a mohou pfimo obsazovat promotory cilovych genl jeden druhého [a
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to nejen v pankreatickych ostrlvcich, ale i v hepatocytech] (Odom D. T. et al., 2004; Boj S. F. et al.,
2001). HNF-4a tedy muZe v B-bunkach fidit genovou expresi i nepfimo, skrze regulaci exprese HNF-
la (Ferrer J., 2002; Wang H. et al., 2000) a naopak. K takovym cilovym gendm patfi napt. gen pro
inzulin, jehoz transkripci fidi HNF-4a ptfimo i nepfimo [prfes HNF-1a] (Bartoov-Stifman R. et al., 2002).

V ledvinach HNF-4a zajistuje expresi TRPCI genu (transient receptor potential cation channel
C1), kédujiciho neselektivni kationtovy kanal propustny pro kalcium TRPC1 a PLCBI1 genu
(phospholipase C beta 1), jenz kéduje B1 izoformu fosfoinozitol-specifické fosfolipazy C PLCB1
(Niehof M. & Borlak J., 2008). TRPC1 se nachazi v glomeruldrnich mesangialnich burikidch, kde se
podili na zajisténi jejich kontraktilnich schopnosti, a tedy fyziologické regulaci glomerularni
hemodynamiky a filtrace. PLCB1 se podili na bunécné komunikaci a signalni transdukci a je daleZity
pro bunécénou proliferaci a diferenciaci (Niehof M. & Borlak J., 2008).

K dalsim cilovym gentim HNF-4a v ledvinach patfi také RSK4 (ribozomalni S6 kinaza 4) a PAK5
(p-21 aktivovana kindza 5) kddujici stejnojmenné kinazy, jeZ participuji v regulaci bunééného cyklu
(nepfimo potlacuji jeho progresi). HNF-4a se ziejmé uplatiuje pfi kontrole bunécné proliferace jako
represor bunécného cyklu, jenz umoziuje bunécnou diferenciaci (Niehof M. & Borlak J., 2005).
V tkanich mozku a ledvin STZ-diabetickych krys (STZ — streptozocinem indukovany diabetes) byla
mimochodem zjisténa signifikantni represe HNF-4a spolu s RSK4 a PAKS5 kindzami, coz mlzZe byt
logickym molekularnim odlvodnénim pozdnich diabetickych komplikaci (neuropatie a nefropatie)
Casto pritomnych u pacient s HNF-4a dysfunkci (Niehof M. & Borlak J., 2005).

HNF-4a také zastava dlleZitou uUlohu ve vyvoji a termindlni diferenciaci epitelidlnich bunék
tlustého a tenkého stieva, a podili se mimo jiné na zajisténi jejich unikdtnich transportnich a
metabolickych funkci (Boyd M. et al., 2009). HNF-4a-stimulovana diferenciace epitelialnich stfevnich
bunék vede k tvorbé tésnych epitelidlnich bariér, tj. de novo formaci bunéénych spoji typu tight
junctions, pfispivajici k bunécné epitelidlni polarité (Chiba et al., 2003; Darsigny M. et al., 2009).
Timto je v diferencovaném epitelu umoznén metabolismus Zivin, iontova selektivita a vytvorena
ochrannd bariéra proti nejrliznéjsim patogendm (Darsigny M. et al., 2009)].

Podobné jako v pripadé HNF-1a, je aplikace poznatk(l z experimentadlnich model( na lidské
pacienty obtizna. Ndlezy mezi jednotlivymi experimentdlnimi modely se nékdy v mnoha zasadnich
aspektech (jako je profil cilovych genli a s nimi souvisejicich patologickych odchylek, napf. vznik
diabetu) odlisuji.

Porucha funkce HNF-4a

Dysfunkce HNF-4a je pfimo spojena s nékolika lidskymi chorobami. Heterozygotni mutace v kédujici
oblasti a promotoru HNF4A vede ke vzniku MODY diabetu (Yamagata K. et al., 1996). HNF4A-MODY
je charakterizovatelny poruchou glukdzou-stimulované sekrece inzulinu a navic sniZzenou
triglyceridémii (Shih D. Q. et al.,, 2000). Naopak mutace ve vazebnych mistech pro HNF-4a
v promotorovych oblastech koagulacnich faktorl podminiuje urcité typy hemofilie (chorob se
zvySenou krvacivosti) — hemofilie B (Reijnen M. J. et al., 1992). Poji se také s virovou infekci hepatitidy
B, jelikoz HNF-4a je potfebny pro virovou replikaci v hepatocytech (Quasdorff M. et al., 2008).
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Vzhledem k tomu, Ze v jatrech také reguluje expresi vétsiny, ne-li vSech genl pro apolipoproteiny,
jsou bézné varianty v HNF4A asociovdny s metabolickym syndromem (Weissglas-Volkov D. et al.,
2006). Polymorfismy v HNF4A genu a také snizend hladina mRNA a proteinu HNF-4a v tracniku, byla
téZ asociovana s IBD (Inflammatory Bowel Disease) a Crohnovou chorobou (Marcil V. et al., 2012).
Prostfednictvim dalSich cilovych gen( je HNF-4a také potenciondlné spjat s aterosklerézou a
nddorovym bujenim (Bolotin E. et al., 2010; Tanaka T. et al., 2006).

e Porucha funkce HNF-4a v jatrech

Porucha funkce HNF-4a v jatrech je spjata zejména s poruchou lipidového metabolismu. Absence
HNF-4a v jatrech vede k znacné metabolické dysregulaci, spojené se zvySenou mortalitou (Hayhurst
G. P. et al.,, 2001). Analyzou dospélych mysich s jaterné-specifickym knockoutem HNF4A, bylo
zjisténo, Ze je HNF-4a nenahraditelny predevsim v konstitutivni expresi nékolika zasadnich jaternich
genu lipidového transportu a metabolismu (Hayhurst G. P. et al., 2001). Deficit HNF-4a v jatrech vede
k nedostatecné expresi genl potifebnych pro VLDL sekreci z jater [Apob (apolipoprotein B) a Mttp
(microsomal triglycerid transfer protein)] a naopak zvysené expresi gend zajistujici uptake esterd
cholesterolu z HDL do jater [Scarbl (SR-BI — scavenger receptor tfidy B typ 1)]. U takto postizenych
dospélych mysi typicky dochazi ke snizeni sérové hladiny celkového cholesterolu, HDL a triglyceridd,
postupné intrahepatalni akumulaci lipidQ (jaterni steatdze) a abnormalnimu ukladani glykogenovych
deposit, provazenou jaterni hypertrofii. Plasmaticky lipidovy profil HNF4A—-null mysi je také
charakterizovatelny snizenou hladinou apolipoproteini témér vsech tfid (ApoA-Il, ApoA-IV, Apo-B,
ApoC-ll, ApoC-IIl).

Kromé vlivu na lipidovy metabolismus se jaterné-specificky knockout HNF4A projevi také
vzestupem sérové hladiny Zlu¢ovych kyselin a amoniaku. K poruse homeostazi zluéovych kyselin
dochazi jednak vlivem nizké exprese enzym( metabolizujicich Zlu¢ové kyseliny [konjugacnich enzym(
BAT (bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase) a VLACS (very long chain acyl-CoA synthase),
enzymU uplatiujicich se v hydroxylaci a B-oxidaci CYP7A1 nebo CYP8B1], a jednak neschopnosti
efektivné vychytavat Zlucové kyseliny z krve [poruchou exprese transportér Zlu¢ovych kyselin —
NTCP (sodium taurocholate cotransporter polypeptide) a OATP1 (organic anion transporter
polypeptide 1)] (InoueY. et al.,, 2004; Inoue Y. et al.,, 2006; Hayhurst G. P. et al.,, 2001).
Hyperamonémie je podminénd sniZzenou expresi OTC [genu pro jaterni ornitin transkarbamylazu]
(Inoue Y. et al., 2002).

Haploinsuficience HNF-4a u pacientll s heterozygotni mutaci v HNF4A (HNF4A-MODY) je
jednoznacné asociovana s abnormalitami lipidového metabolismu. Konkrétni nalezy z lidskych studi
tykajici se ucinku ztraty funkce HNF-4a na jaterni metabolismus lipidd jsou leckdy protichldné,
nicméné konzistentnim nalezem z mysich, bunécnych i lidskych studii je snizena sérova koncentrace
apolipoproteint ApoAll, ApoClll, triglyceridd, ev. lipoproteinu a (Pearson E. R. et al., 2005; Shih D. Q.
et al., 2000). SniZzena exprese apolipoproteind vede ke sniZeni aktivity lipoproteinové lipazy a tim ke
snizeni plasmatické koncentrace triglycerid(. Vlivem sniZzené hladiny triglycerid( a lipoproteinu a,
mohou mit nositelé HNF4A mutace mirné nizsi riziko kardiovaskularnich chorob (Shih D. Q. et al.,
2000). Sekundarné vlivem nizké hladiny apolipoproteinu ApoAll zfejmé dochazi také k poklesu HDL,
jenz lze pozorovat u nékterych nositeld HNF4A mutace (Pearson E. R. et al., 2005). Uvedené poruchy
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v lipidovém metabolismu nejsou zavislé na porusené glukdzové homeostazi, objevuji se totiz u
HNF4A-MODY pacientl jesté pred rozvojem hyperglykémie (Shih D. Q. et al., 2000). Snizené hladiny
apolipoproteint ApoAll, ApoClIl a zejména triglycerid( je vyuZivano v diferencialni diagnostice MODY
a diabetes mellitus 2. typu, i k odliSeni (jinak fenotypicky blizkého) HNF1A-MODY.

Sérova hladina nékterych dalsich lipid(i a plasmatickych bilkovin, jejichZz kédujici geny jsou (na
zakladé poznatkll z experimentdlnich studii) pod kontrolou HNF-4a (napf. apolipoprotein Al,
apolipoprotein B, al-antitripsin, transferin, IGFBP-1 a dalSich) u téchto pacient( sniZzeny nejsou.

V lidskych hepatocytech byla také prokazana dominantni role HNF-4a v expresi transportérd
a enzymU metabolizujicich |éCiva (Kamyiama Y. et al., 2007). S alteraci transkripéni aktivity HNF-4a a
nasledné deficience jaterniho cytochromu P450 mUZe byt asociovand narusena lékova clearence. V
nasi dalsi studii se zabyvame otazkou, zda HNF1A/HNF4A mutace asociovana s MODY vyvolava
snizeni clearence derivatd sulfonylurey (vlivem down-regulace CYP2C9), ¢imZ prodluZuje jejich
plsobeni a zfejmé podnécuje hypersenzitivitu MODY pacientl k derivatim sulfonylurey (Urbanova J.
et al., 2015).

e Porucha funkce HNF-4a v pankreatu

Mutace v HNF4A jsou asociovany s abnormalni sekreci inzulinu i glukagonu (Herman W. H. et al.,
1997). Komplexni porucha inzulinové sekrece se klinicky projevuje poruchou glukézové homeostazi,
gradujici postupné az v diabetes mellitus (HNF4A-MODY).

Funkéni analyza jedné ze zndmych HNF4A mutaci (Q268X) prokazala, Ze vznik zkraceného
HNF-4a proteinu vedouci ke kompletni ztraté jeho funkce, je spojen s poruchou exprese genl
glukdzového transportu a glykolyzy, které jsou zodpovédné jednak za vychytdvani glukdzy
z enterohepatalni cirkulace a jednak za spusténi inzulinové sekrece v B-burikdch pankreatu (Stoffel M.
& Duncan S. A,, 1997).

K selhdni sekrece inzulinu ziejmé prispivd také dysfunkce mitochondrii. U INS-1 bunék
exprimujicich dominantné-negativni Hnf-4a mutantu bylo prokdzadno sniZeni oxidace pyruvdtu a
porucha hyperpolarizace mitochondridlni membrany evokované substratem, jenZ oslabuje bunéénou
produkci ATP a tudiZ i sekreci inzulinu indukované glukézou (Wang H. et al., 2000).

U mysi se specifickym B-celuldrnim knockoutem Hnf4a byla prekvapivé prokdzana také
hyperinzulinémie nalacno a postprandialné, kterou lze ¢astecné vysvétlit snizenim transkripce genu
pro Kir6.2 podjednotku Karp-kanalu (Gupta R. K. et al., 2005). Nalezy se nicméné markantné lisi mezi
pouZzitymi zvifecimi modely s Hnf-4a knockoutem.

Homozygotni mutace HNF4A neni u lidi slucitelnd se Zivotem. Heterozygotni mutace HNF4A
se na urovni pankreatu vlivem poruchy inzulinové sekrece projevi postupnou poruchou glukézové
homeostazi, rezultujici v diabetes mellitus obvykle mezi 20. - 40. rokem Zivota (Yamagata K. et
al., 1996).
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U nékterych kojencl nesoucich heterozygotni HNF4A mutaci se ovsem po narozeni
paradoxné rozviji tranzientni (hyperinzulinemickd) hypoglykémie, provdzend makrosomii [vysSi
porodni hmotnosti] (Pearson E. R. et al., 2007). Na zakladé analogickych nalezd hyperinzulinémie
z experimentalnich studii se predpokladalo, Zze mutace v lidském HNF4A genu muZe ve fetalnich B-
bunkach (dosud nejasnym mechanismem) zvySovat inzulinovou sekreci a tak potencovat rist télesné
hmotnosti a konecné po narozeni zpUsobovat hypoglykémii. Vyzkumem zarodk(l transgennich mysi
nesouci pankreas-specifickou hnfda deleci [6-hnf4a-KO] (Pearson E. R. et al., 2007) bylo skutec¢né
potvrzeno, Zze hnf4a deficience zpUsobuje hypersekreci inzulinu béhem fetalniho obdobi in utero a v
novorozeneckém obdobi, ¢imz vysvétluje jak vyssi télesnou hmotnost, tak hypoglykémii pozorovanou
u postiZzenych novorozencu. Tyto symptomy chybi u nositelll HNF1A mutace.

Jaky konkrétni mechanismus stoji za témito zcela odliSnymi symptomy (fenotypy) —
hyperinzulinemicka hypoglykémie v novorozeneckém obdobi vs. hypoinzulinemicka hyperglykémie
v dospélosti — neni znamo. Jednou z lakavych hypotéz je, zZe inicialni defekt podminujici hypersekreci
B-bunék muze nakonec vést k jejich vyCerpani a v pozdéjsim obdobi k diabetu. Je vsak stejné tak
mozZné, Ze zatimco jeden defekt v HNF-4a-dependentni genové expresi vede ve vyvojovém obdobi
k inzulinové hypersekreci, v pozdéjsim obdobi Zivota jiny defekt genové transkripce podmini tézké -
bunécné selhani rezultujici v diabetes (Pearson E. R. et al., 2007).

U HNF4A-MODY pacientl je prokazatelnd také porucha sekrece glukagonu z a-bunék
[indukovana argininem] (Herman W. H. et al., 1997) a porucha sekrece pankreatického polypeptidu
(PP) z PP bunék [indukovana inzulinem vyvolanou hypoglykémii] (llag L. L. et al., 2000). Tento efekt
na sekreci hormon( z Langerhansovych ostrivkd ziejmé neni disledkem ucinku HNF-4a na vyvoj a
diferenciaci endokrinniho pankreatu [jelikoz dysfunkce HNF-4a neovliviiuje expresi PDX-1 (IPF-1) i
jinych transkripénich faktord Fidici vyvoj pankreatu]. Spise muzZe byt disledkem poruch signalizacnich
drah v a- a PP-burikach. Jejich vliv na vznik diabetu neni jasny.

e Porucha funkce HNF-4o a bunécny cyklus

Porucha exprese genl zodpovédnych za poruchu glukézou stimulované inzulinové sekrece u nositel(
HNF4A mutace nevysvétluje postupny ndstup a progresivni charakter diabetu. JelikoZ byly v neddvné
dobé objeveny zajimavé cilové geny HNF-4a uplatnujici se v apoptéze [CIDEC (Bolotin E. et al., 2010)],
DNA reparaci [FANCF (Bolotin E. et al., 2010)] a proliferaci [RSK4 a PAK5 (Niehof M. & Borlak J.,
2005)], nelze vyloucit, Ze se na rozvoji diabetes mellitus nepodili také postupny ubytek B-bunééné
masy.

e  Porucha funkce HNF-4a v ledvindch

Snizeni exprese vyse zminénych TRPC1 a PLCB1 genl je pravdépodobné asociovan s diabetickou
nefropatii. Snizené mnozstvi TRPC) a PLCB1 vede k naruseni intraceluldrni kalciové homeostazi a
signalizace, ktera se tak muZe podilet na zménach glomerularni hemodynamiky pfi diabetické
nefropatii. Snizena exprese HNF4-a v ledvinach provazena snizenou expresi TRPC1 je prostfednictvim
rendlni biopsie prokazatelnd jak u pacientll s diabetickou nefropatii, tak u zvifecich diabetickych

30



model( [ZDF- a STZ-krys] (Niehof M. & Borlak J., 2008). Zadny defekt v rendlnich funkcich pfimo
asociovany s HNF-4a dysfunkci vSak neni u HNF4A-MODY pacientll znam.

e Porucha funkce HNF-4a v gastrointestindlnim traktu

Experimentdlni studie se specifickym stfevnim (tracnikovym) Hnf4a knockoutem v embryonalnim a
adultnim obdobi potvrdily participaci HNF-4a na vyvoji a spravné funkci stfev. U kolon-specifickych-
Hnfda-null mysi sice dochdzi k normalnimu casnému vyvoji traéniku, nasledné je ovSem
narusena normalni formace krypt, maturace pohdrkovych bunék a proliferace epitelidlnich bunék. U
téchto mysi byla zjisténa snizend exprese genl potrebnych pro diferenciaci epitelidlnich bunék a také
gen(l pro normalni funkci trac¢niku (Garrison W. D. et al., 2006). Naopak delece Hnf4a v tenkém stievé
po embryonalnim obdobi rezultuje v méné vyznamné vady epitelidlni diferenciace (Darsigny M. et al.,
2009).

Specifickd delece Hnf4a u dospélych mysich spontdanné spousti v tracniku chronickou
zanétlivou odpovéd, charakterizovatelnou poruchou architektoniky krypt, zménami proliferace,
bunécnou apoptdzou, zvysenou sekreci zanétlivych mediator( a zanétlivou bunécénou infiltraci.
Inflamatorni odpovéd je pravdépodobné iniciovdna ztratou slizni¢ni homeostazi, danou poruchou
slizniéniho epitelidlniho iontového transportu, spise neZz poruchou jeji permeability (Darsigny M. et
al.,, 2009). Vjiné studii podobné vyuZivajici dospélé (intestinalni-specifické-Hnf4a-null) mysi vsak
zvy$end propustnost slizniéni bariéry vylouena nebyla. Naopak vlivem narusené exprese genl
kddujicich muciny (Muc3) a aquaporiny, snizené hladiny polysacharid a kyselych mukopolycharidu
doslo ke zvyseni permeability epitelidlni bariéry. Dlsledkem toho mysi vykazovali vyssi susceptibilitu
k akutni chemicky (dextranem sulfat sodnym) indukované kolitidé (Ahn S. H. et al., 2008).
V bioptickych strevnich preparatech téchto mysi, ale i u lidskych pacient( s IBD (Inflamatory Bowle
Disease — Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou) byla zjisténa nizka hladina HNF-4a (Ahn S. H. et
al., 2008; Bolotin E. et al., 2010). Nabizi se proto domnénka, Ze HNF-4a bude mit v pfipadé kolitid
(jakymi jsou IBD) dllezity protektivni vyznam. U HNF4A-MODY pacientd nicméné Zzadny
gastrointestindlni defekt neni znam, ani neni vypozorovana zvySena susceptibilita k IBD.

1.2.5 Patofyziologie a klinicka manifestace HNF1A-MODY a HNF4A-MODY
Kauzdlni mutace v HNF1A

V HNF1A genu jiz bylo popsano nékolik set heterozygotnich mutaci, které vedou ke strukturalnimu a
funkénimu postiZzeni vysledného proteinu (Stenson P. D. et al., 2009). Patfi mezi né substitucni
bodové mutace ménici smysl (missense) [podminujici zaménu nukleotidu a tudiz jedné aminokyseliny
v fetézci vznikajiciho proteinu, coZz muze narusit funkci vysledného proteinu], substituéni bodové
mutace nesmysiné (nonsense) [vedouci k zaméné nukleotidu, jenZ zpUsobuje vznik predcasného
terminaéniho kodonu a tim tvorbu zkraceného zcela nefunkéniho proteinu] &i stfihové (splice site)
mutace [vedouci k aberantnimu sestfihu hnRNA, jenZ naruSuje tvorbu proteinového produktu]
(Glucksmann M. A. et al., 1997; Kaisaki et al., 1997) anebo posunové (frameshift) [vedouci k posunu
Cteciho ramce, vzniku predc¢asného terminacniho kodonu a tim k tvorbé zkraceného nefunkéniho
proteinu]. Také byly dokumentovany in-frame delece [mutace vedouci kvynechani nukleotidd
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v nasobku tfi s naslednym chybénim jedné ¢i nékolika aminokyselin v polypeptidovém fetézci],
inzerce [spocivajici ve vloZeni jednoho nebo nékolika nukleotidl s naslednym pfidanim jedné nebo
nékolika aminokyselin do polypeptidového fetézce] a duplikace [zdvojeni jednoho nebo nékolika
exonll daného genu] (Colclough K. et al., 2014). Uvedené mutace mohou postihnout cely gen, véetné
promotorové oblasti.

Ve vétsiné pfipadl se jedna o missence mutace, jeZ se s vétsi pravdépodobnosti vyskytu;ji
v DNA-vazebné Ci dimerizacni doméné, spiSe nez v doméné transaktivacni (Colclough K. et al., 2014).
Transkativacni doménu postihuji ¢astéji truncating mutace [inaktivujici mutace zkracujici protein
narusenim ¢teciho rdmce vlivem vzniku predcasného stop kodonu; napt. nonsense, splicing mutace,
malé inserce nebo delece] (Bellanné-Chantelot C. et al., 2008). Vlbec nejéastéjsi mutaci v HNFIA je
frameshift mutace P291fsinsC, vedouci k syntéze kratkého proteinu (o 315 aminokyselinach), ktery
postrada vétsinu transaktivacni domény (Yamagata K. et al., 1998).

Mutace v HNF1A postihuji funkci bunék prostfednictvim rGznych molekuldrnich mechanisma.
Analyzou mutaci identifikovanych u pacientd s HNF1A-MODY bylo prokazano, Ze nékteré z nich
vedou a) ke ztrdté funkce (loss-of-function mutations) [genovy produkt md sniZzenou (i
nedostatecnou funkci anebo ji zcela ztrati] nebo b) maji dominantné negativni efekt (dominant
negative mutations) [genovy produkt plsobi na bézny (wild-type) protein a narusuje jeho funkci
anebo ho zcela inaktivuje] (Ryffel G. U., 2001; Vaxillaire M. et al., 1999; Wang H. et al., 2000;
Yamagata K. et al., 1998).

Ke ztraté funkce proteinu vedou mutace v jakékoliv Cdsti genu — v oblasti kdédujici
dimerizaéni, DNA-vazebnou nebo transaktivacni doménu, i v oblasti promotorové (Sujjitjoon J. et al.,
2008; Yamagata et al., 1998). Loss-of-function mutace podminuji snizeni genové ddvky a genového
produktu (HNF-1a), ktery nedostacuje k vykonu specifické funkce v organismu — pak hovofime o tzv.
haploinsuficienci (ztraté funkce jedné alely). In vitro funkéni studie mutaci v HNFIA (mimo jiné i
HNF4A) odhalily, Ze vétSinou mutace zpUsobi poruchu pravé mechanismem haploinsuficience
(Sujjitjoon J et al., 2008). Ucinky loss-of-function mutaci jsou proménlivé — pohybujici se na $kale od
absolutni aberace transaktiva¢niho potencidlu vlivem nonsense mutaci az po ¢dsteCnou ztratu
transaktivacniho potencidlu vlivem misssense mutaci. K poklesu transaktivacni aktivity mutovaného
proteinu miZe dojit hned z nékolika divodd — vlivem sniZeni stability proteinu (nestabilni proteiny
jsou rychle degradovany a proto jsou v burice pfitomny jen ve velmi malém mnozstvi) ¢i poruchy
transportu do jadra, ztratou schopnosti vazby na DNA ¢i koaktivatory (p300) nebo nemoZnosti
dimerizace s HNF-18 (Sujjitjoon J et al., 2008; Yang Q. et al., 1999). Mutace mimo kédujici oblast genu
— v promotorové oblasti — mohou ovlivnit vazbu jinych transkripénich faktord (napf. HNF-4a)
k HNF1A (Gragnoli, C. et al, 1997) a sniZovat tak uroven jeho exprese. Nékteré mutace
v promotorové oblasti mohou také vést k nadprodukci HNF-1a [gain-of-function], ktery paradoxné
pozitivni zpétnou vazbou tlumi expresi HNF4A genu a nasledné plsobi poruchu exprese genl
ostatnich (Pelikdnova T. a kolektiv, 2007).

Zavaznéjsi dopad mad vétSina mutaci lokalizovanych v DNA-vazebné nebo transaktivacéni
doméné HNF-1a s dominantné negativnim efektem na wild-type protein. U téchto mutaci totiz
zUstava intaktni dimerizaéni doména, kterd mutovanému proteinu propujcuje schopnost dimerizovat
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s wild-type proteinem a vytvaret tak nefunkéni dimery, ve kterych je navic utlumena i aktivita wild-
type proteinu [jako napf. v pfipadé P291fsinsC] (Yamagata K. et al., 1998; Sujjitjoon J. et al., 2008).

Mutace v HNF1A maji vysokou penetraci. Klinicky se projevi do 25 let véku u 63% nositel
mutace, do 35 let u 78.6% a do 55 let u 95.5% nositelll (Frayling T. M. et al., 2001). Dobu manifestace
diabetu mimo jiné ovliviiuje typ a pozice HNF1A mutace, a CasteCné tak vysvétluje klinickou
variabilitu HNF1A-MODY fenotypu (Bellanné-Chantelot C. et al.,, 2008; Colclough K. et al., 2014).
Podobné je tomu i v pfipadé HNF4A mutaci. Ve studii Bellanné-Chantelot et al. bylo prokazano, ze
missense mutace jsou v porovnani s truncating mutacemi asociovany s pozdé;jsi diagnostikou diabetu
(a to v priméru o Ctyri roky). Markantnéjsi rozdil byl zaznamenan pfi porovnani konkrétni lokalizace
téchto mutaci. V transaktivacni doméné byly missense mutace ve srovnani s truncating mutacemi
asociovany s vyssim vékem v dobé diagnostiky (30 let vs. 19 let). Naopak v pfipadé lokalizace v
dimerizacni nebo DNA-vazebné doméné nebyl mezi missense a truncating mutaci zaznamenan zadny
rozdil (20 vs. 18 let). Missense mutace, které zasahuji dimerizacni nebo DNA-vazebnou doménu se
vsak pojily s drivéjsi manifestaci diabetu (vék v dobé diagnostiky 20 let) v porovnani s pozici missense
mutace v transaktiacni doméné (vék v dobé diagnostiky 30 let). Desetilety rozdil v nastupu cukrovky
je zfejmé podminén vaznéjsimi funkénimi dasledky v pfipadé pozice missense mutace v dimerizaéni
nebo DNA-vazebné doméné, projevujici se poruchou vazby na DNA a stability proteinu). Naproti
tomu pacienti s truncating mutaci v HNF1A byli diagnostikovani nezavisle na misté mutace (Bellanné-
Chantelot C. et al., 2008). Podobné korelace byly pozorovany i v ptipadé HNF4A mutaci (Colclough K.
etal., 2014).

Kauzadlni mutace v HNF4A

Rozpoznano bylo jiz pfes sto riznych mutaci v HNF4A (Colclough K. et al., 2014). Zahrnuji podobné
jako v pripadé genu HNF1A missence, nonsense, splice site, frameshift mutace, inserce nebo delece a
duplikace. Mutace se mohou nachdzet v celém HNF4A genu, jak v kddujici oblasti — exonech, tak i v
pfilehlych intronovych oblastech a v promotorové oblasti [napt. P2 promotoru, jenZ fidi expresi HNF-
4qa pravé v pankreatickych B-bunkach (Bolotin E. et al., 2010)].

Funkéni analyzy mutaci prokazaly, Ze pri¢inou HNF4A-MODY je, spiSe nez dominantné
negativni efekt (HNF-4a nedisponuje schopnosti dimerizace s wild-type proteinem) nebo
mechanismus ,narQst funkce” (gain-of-function), ztrdta funkce (loss-of-function) mutovaného
proteinu s naslednym snizenim mnozstvi HNF-4a proteinu per se (haploinsuficience). To podmirniuje
pokles exprese zasadnich genl v pankreatickych ostrlivcich a jatrech, a tak zodpovida za HNF4A-
MODY fenotyp (Shih D Q. et al., 2000; Stoffel M. & Duncan S. A., 1997). Z pfirozené se vyskytujicich
mutaci v HNF4A byly analyzovany napf. nonsence R154X a Q268X, missense R127W, V255M a E276Q
mutace, u kterych byl prokazan variabilni pokles funkce vysledného proteinu, a vylou¢en dominantné
negativni efekt na wild-type protein (Lausen J. et al., 2000; Stoffel M. & Duncan S. A., 1997).
Nonsence mutace vedly vlivem vzniku pred¢asného terminacniho kodonu (s predc¢asnym ukoncenim
translace) ke vzniku zkraceného (truncated) HNF-4a proteinu, jenz ztratil transaktivacni potencidl a
neinterferoval s wild-type proteinem. SniZeny transkativacni potencial byl zaznamenan také v pfipadé
missense mutaci.
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Penetrace genové mutace je nelplna a v porovnani s HNFIA mutacemi je povaZovana za
slabsi (Ellard S. et al., 2008). U nékterych jejich nositelll se proto diabetes mellitus objevi az
v pozdéjsim véku, u 10-20% dokonce zUstava glukdzova tolerance po cely Zivot normalni (Pelikanova,
T. & kolektiv, 2007).

BéZiné genetické varianty v regulacnich oblastech HNF4A a HNF1A jsou mimochodem
asociovany také s predispozici k diabetes mellitus 2. typu. Rada studii doloZila, 7e béiné
polymorfismy v téchto genech mohou predisponovat urcité populace (kavkazskou a asijskou) ke
vzniku cukrovky 2. typu (Holmkvist J. et al., 2008). Dobfe zdokumentované jsou napf. genové varianty
HNF4A P2 (pankreatického) promotoru ve vztahu k cukrovce 2. typu (Weedon M. N. et al., 2004;
Silander K. et al., 2004; Love-Gregory L. D. et al., 2004; Pearson E. R. et al., 2005). Tyto genové
varianty vSak zfejmé nehraji v patogenezi diabetu dominantni roli (Johnson J. D., 2007), ale spise
pfispivaji k polygennimu pozadi vzniku diabetes mellitus 2. typu. Uplatfovat se mohou skrze B-
bunécnou dysfunkci, kdy jimi podminéna porucha metabolismu glukdzy v B-burikdch mlze narusovat
spravnou inzulinovou sekreci — tzn. schopnost navysit inzulinovou sekreci v dobé zvysenych narok(
pfi inzulinorezistenci (Fajan S. S. et al., 2001; Holmkvist J. et al., 2008).

Patofyziologie

Poznatky o HNF-1a a HNF-4q, jez postupné pfinesla fada experimentalnich studii, také vnesly do
problematiky monogenniho diabetu mnoho otazek (napr.: Jaké jsou skutecné cilové geny a biologické
procesy in vivo, které kontroluji tyto transkripéni faktory v B-bunkach? Jak je mozné, Ze mutace
v jejich genech vedou ke klinické manifestaci omezenou zejména na pankreas? Pro¢ jsou
heterozygotni mutace schopny zplsobit MODY a proC je tento geneticky defekt ve své klinické
manifestaci veskrze opozdén az do obdobi druhé nebo ¢tvrté Zivotni dekady?). Na nékteré se jiz
podatilo zcela nebo alesporn ¢astecné odpovédét, na nékteré otazky se odpovédi stéle hledaji.

V pfipadé heterozygotni mutace v HNF1A ¢i HNF4A jsou B-buriky ke sniZzeni genové davky
velmi citlivé, proto snizeni HNF-1a/HNF-4a transkripéni aktivity podminiuje zdvaznou B-bunécnou
dysfunkci. V pankreatu oba transkripéni faktory pracuji v podobé pozitivni zkfizené regulacni smycky
(systémem zpétnych vazeb), kterad je v komplexni siti nékolika transkripcnich faktord pro zachovani
klicovych B-bunécnych funkci Ustfedni a nenahraditelna. Ztrata funkce jedné alely HNF-1a nebo HNF-
4a ziejmé vede selektivné v B-bunikach k naruseni, resp. k vypnuti transkripéni aktivity vsech Ctyr
HNF-1o/HNF-4a alel (Fajans S. S., et al., 2001). Tim je naruSena exprese Sirokého spektra B-
bunécnych genll. V ostatnich tkanich (napt. v jatrech a ledvinach), kde dochazi jen k ¢astecnému
oslabeni funkéniho proteinu, jehoz funkci zfejmé prebiraji jiné transkripéni faktory regulaéni
transkripcni sité, nejsou klinické disledky zdaleka tak zdvazné (Fajans S. S., et al., 2001).

Z patofyziologického hlediska vedou heterozygotni HNF1A/HNF4A mutace ke komplexni
poruse sekrece inzulinu z B-bunék, jenz se klinicky projevi progresivni poruchou glukdzové
homeostazi. Abnormdlni inzulinovd sekrece je de facto dusledkem jak kvalitativniho, tak
kvantitativniho defektu v sekrecni funkci B-bunék — poruchy spusténi inzulinové sekrece po
glukdézové vyzvé a redukce vlastni inzulinové syntézy. Konkrétnimi mechanismy stojicimi za
nedostatecnou sekreci inzulinu jsou: a) naruSeni vstupu glukézy do B-buriky; b) porucha
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intracelularniho metabolismu glukdzy (glykolyzy a oxidativni fosforylace) rezultujici v nedostatecnou
produkci ATP (nutnou pro otevieni Karp-dependentnich kanal( a depolarizaci membrany), ktera se
v kone¢ném dusledku projevi omezenym uvolnénim sekrecnich inzulinovych granuli z B-bunék; c)
pokles obsahu intraceluldrniho kalcia a potazmo uUrovné degranulace inzulinovych zdsobnich granuli;
d) snizenad syntéza inzulinu podminéna nedostatecnou expresi inzulinového genu; e) abnormalni
bunécény obrat (zfejmé s prevahou apoptdzy B-bunék nad proliferaci) s postupnym dbytkem funkéni
B-bunécné masy, jakoZ i snizena schopnost adaptivni reakce na hyperglykémii [tj. moZnost reagovat
hyperplazii a hypertrofii] (Wang H. et al., 2000; Shih D. et al., 2001; Pelikanova T. a kolektiv, 2007).
V soucasnosti ovsem nejsou vSechny mechanismy B-bunééné dysfunkce u MODY presné definované.

Klinickd manifestace

Pro pacienty s HNF1A-MODY a HNF4A-MODY je ptiznacné postupné zhorSovani glukdzové
homeostazi v ¢ase. V pripadé HNFIA-MODY maji novorozenci a malé déti glykémii normalni. Narodi
se se zcela normalnimi fyziologickymi a biochemickymi funkcemi pankreatickych B-bunék. Také
v prvnich deseti letech ma vétsina pacientl nesouci HNFIA mutaci laénou glykémii a glukézovou
toleranci stdle jesté normalni (Hattersley A. T., 1998). Naopak u pfiblizné 15% novorozencl nesoucich
HNF4A mutaci je typicka transientni (hyperinzulinemickd) hypoglykémie (Pearson E. R. et al., 2007).
Vlivem hyperinzulinémie se u téchto novorozencl zvysSuje porodni hmotnost, v porovnani se
zdravymi rodinnymi pfislusniky v priiméru o 790 g (Pearson E. R. et al., 2007), tj. na vice nezZ 4,4 kg
(Ellard S. et al., 2008). Makrosomii lze pozorovat u 56% pripadd HNF4A-MODY (Pearson E. R. et al.,
2007). K postupnému zvySovani glykémie a konecné i k manifestaci diabetu dochazi jak v pripadé
HNF1A-MODY, tak i v pfipadé HNF4A-MODY teprve v pribéhu pozdniho détstvi, dospivani nebo
¢asné dospélosti. Souhrn klinickych charakteristik HNF1A-MODY a HNF4A-MODY shrnuje tabulka 1.

35



Tab. 1. Klinické a laboratorni charakteristiky HNF1A-MODY a HNF4A-MODY

HNF1A-MODY HNF4A-MODY
Klinicka Normalni glykémie pfi narozenia  Novorozeneckd hypoglykémie
kritéria v ¢asném détstvi. (hyperinzulinemickad)

Makrosomie (vyssi porodni hmotnost)

Casnd manifestace diabetu (2. — 4. dekdda, nej¢asté&ji okolo 25. roku Zivota)

Pozitivni rodinnd anamnéza diabetu (vyskyt poruchy glukézové homeostazy alespon
ve dvou generacich; nejméné jeden ¢len rodiny, u kterého se diabetes manifestoval
¢asné, tj. do 25. roku Zivota)

Absence obezity (normalni BMI) a znamek inzulinové rezistence

Nezavislost na inzulinu [alespon tfi roky od diagnostiky bez nutnosti Ié¢by inzulinem,
nebo postacuji napadné nizké davky inzulinu (< 0.5 IU/kg); po jeho vysazeni se
nerozviji ketoaciddzal)

Citlivost na SUR (nékdy zpUsobuijici hypoglykémie)

Laboratorni NarUst glykémie ve 120. minuté oGTT o > 4.5-5 mmol/I (glykémie nalacno mze byt
kritéria jesté normalni, ve 120. minuté vSak odpovida diabetu)
SniZend stimulovand sekrece inzulinu béhem ivGTT

Meritelny C-peptid (pfi glykémii > 8 mmol/l) mimo honeymoon obdobi (déle neZ tfi
roky od diagnostiky diabetu)

Absence ketoaciddzy, véetné ketolatek v moci

Nepritomnost specifickych ostriuvkovych autoprotildtek (GADA, 1A2A, |IAA)

Glykosurie pfi relativné nizké Nizsi hladina ApoAll, ApoClll v séru
glykémii (< 10 mmol/I) Nizsi HDL v séru

Vyrazné snizend plasmaticka Nizsi ¢i normalni hladina TAG v séru (v
hladina hsCRP porovnani s diabetiky 2. typu)

MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor 1o; HNF4A — hepatalni
nuklearni faktor 4a; BMI — body mass index; SUR — derivaty sulfonylurey; oGTT — oralIni glukdzovy tolerancni
test; ivGTT — intravendzni glukdzovy toleranéni test; GADA — autoprotilatky proti dekarboxyldze kyseliny
glutamové; IA2A — autoprotilatky proti tyrozin fosfataze; IAA — autoprotilatky proti inzulinu; hcCRP — high
sensitive C reaktivni protein; Apo — apolipoproteiny; TAG - triacylglyceroly

Primarné selhdva sekrece inzulinu postprandialné, zatimco bazalni tvorba inzulinu v
podminkach nala¢no zlstava néjakou dobu zachovald. Neschopnost B-bunék dostatecné navysit
produkci inzulinu po zatézi glukézou se projevi postprandidlni hyperglykémii, zatimco dostatecna
bazalni sekrece umoznuje udrzet normdlni nebo jen lehce zvySenou glykémii nalaéno. Ordlni
glukdzovy toleranéni test (0GTT) ma v tomto ¢asném obdobi typickou kfivku — obvykle jesté normalni
(ev. mirné zvysenou) lacnou glykémii, za dvé hodiny od podani glukdzy vsak glykémie rapidné
stoupaji k hodnotdm v pasmu poruchy glukdzové tolerance ¢i diabetes mellitus (Sride A. et al., 2002).
Teprve s postupem c¢asu a progresi B-bunécné dysfunkce dochazi k poruse glukézové homeostazi i
nalacno, jenZz graduje v rozvoj klasické symptomatologie diabetes mellitus (Murphy R. et al., 2008).
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Obvykle je tomu ve druhé az treti vékové dekadé, v pripadé HNF4A-MODY tomu mize byt jesté
pozdéji (Bellanné-Chantelot C. et al., 2008).

Obdobi zvysené glykémie pred vlastni klinickou manifestaci cukrovky mulze byt pomérné
dlouhé, proto se Ize MODY casto zachytit zcela ndhodné na rlizném stupni glykemické poruchy (Lébl
J. & PrGhova S., 2009). Casnym klinickym symptomem v prediabetickym obdobi je u HNFIA-MODY
glykosurie pfi relativné nizké glykémii (tj. < 10 mmol/l), kterd mize byt provazena i mirnou polyurii
(Murphy R. et al., 2008; Ellard S. et al., 2008). Kombinace renalni glykosurie a defektni inzulinové
sekrece mUzZe zpocatku ustanovovat dynamickou rovnovahu glukézové homeostazi, kdy zvysené
ztraty glukdzy do moce kompenzuji hyperglykémii rezultujici z nedostatecné postprandidlni sekrece
inzulinu. V HNF1A-MODY rodinach se mimo jiné vysetfeni glykosurie v pribéhu détstvi pouZiva jako
screeningovd metoda k vyhledavani nositeld HNFI1IA mutace a progrese do diabetu (Ellard S. et al.,
2008). Pfinosnym casnym diagnostickym biomarkerem HNFIA-MODY a zaroven diferencidlné
diagnostickym faktorem je také hs-CRP (high sensitive C-reactive protein). Snizend sérova hladina
tohoto zdnétlivého markeru odliSuje HNF1A-MODY od jinych forem cukrovky, jakymi jsou diabetes
mellitus 1. a 2. typu, ale téz od HNF4A-MODY (McDonald T. J. et al., 2011). U HNF4A-MODY je ¢asnym
symptomem nizsi hladina nékterych apolipoproteind, event. triglycerid(i (Pearson E. R. et al., 2005).

MODY diabetes se tak jako u jinych typl cukrovky mizZe manifestovat klasickymi osmotickymi
pfiznaky (polyurii, polydipsii, dehydrataci), které plynou z narlstajici hyperglykémie, Gbytkem
hmotnosti ¢i nardstajici Unavou. Nicméné doba manifestace cukrovky, zavaznost choroby, vznikajici
komplikace ¢i dokonce naroky na l|écbu jsou v mnoha aspektech znacné variabilni. Klinicka
symptomatologie se muze liSit jak mezi postizenymi rodinami (s rdznymi typy mutace), tak i mezi
jednotlivymi Cleny téZe rodiny navzajem [tedy se stejnym typem mutace] (Timsit J. et al., 2005;
Hattersley A. T. et al., 1998). Interindividualni variabilitu klinickych projevd, véetné doby klinického
nastupu cukrovky predurcuje konkrétni typ a pozice kauzalni mutace i jeji penetrace (Bellanné-
Chantelot C. et al., 2008). Ovsem i pacienti nesouci identickou kauzalni mutaci onemocnéni diabetem
ve velmi rdzném véku, mohou vyvinout na rozdil od ostatnich i pti relativné mirném pribéhu
cukrovky zavaZzné diabetické komplikace. Za témito rozdily ve fenotypu nemoci zfejmé stoji dalsi geny
a environmentalni faktory, které klinickou prezentaci MODY modifikuji nezavisle na HNF1A/HNF4A
mutaci (Lehto M. et al., 1997; Kim S. H. et al., 2003; Lango Allen H. et al., 2010). Zadny z téchto
faktord nicméné nema podstatny vyznam pro samotny vznik MODY. Progrese MODY diabetu jako
takového je nezavisla na jinych negenetickych faktorech, nez jen na case (Johnson J. J., 2007).
Variabilni klinickd symptomatologie mimo jiné m(Ze znesnadnovat rozpoznani MODY mezi ostatnimi
typy diabetes mellitus.

Diky technologiim umoznujici analyzu celé kodujici DNA nebo dokonce celého genomu bylo
objeveno nékolik genovych variant, které mohou modifikovat fenotyp fady chorob, véetné
monogenniho diabetu. Pfikladem takovych béinych polygennich variant ovliviiujicich v MODY
rodindch dobu manifestace diabetu a jeho zavaZnost jsou rizikové polygenni jedno-nukleotidovych
polymorfismy (single nucleotide polymorphism — SNP) predisponuijici k diabetes mellitus 2. typu (Tack
C. J. ). et al., 2000; Lango Allen H. et al., 2010). U pacientd s HNFIA-MODY kazdy ptidatny SNP
predisponujici k diabetes mellitus 2. typu sniZzuje vék v dobé vzniku MODY o 0,35 let (Lango Allen H.
et al.,, 2010). Nejsilngjsi ucinek byl pozorovany napf. u tfech rizikovych variant lokalizovanych
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v HNF1B, SLC30A8 a CDKAL1 genu. Tak jako vétsina genetickych variant predisponujicich k diabetes
mellitus 2. typu ziejmé puUsobi prostfednictvim sniZzeni B-celularni funkce, spiSe neZ zvySenim
inzulinové rezistence (Lango Allen H. et al, 2010).

Kromé vlastni genetické vybavy, mlze klinicky obraz MODY modifikovat téZ intrauterinni
hyperglykémie, tedy v pfipadech kdy ma matka ditéte béhem téhotenstvi Spatné kompenzovanou
cukrovku. Expozice plodu nesouciho identickou HNF1A mutaci hyperglykémii in utero je ve srovnani
s jedincem, ktery hyperglykémii nebyl béhem téhotenstvi matky vystaven, spojena s drivéjsi
diagnostikou diabetu. Konkrétni doba se rlizni. MUZe tomu byt o 5,1 roku dfive (Lango Allen H. et al.,
2010) nebo dokonce aZ o 12 let dfive (Stride A. et al., 2002; Klupa T. et al., 2002).

Mezi dalsi negenetické faktory, které mohou ovlivnit nastup diabetu a zvySovat u pacientl
s MODY zavaznost hyperglykémie patfi faktory ovliviiujici inzulinovou senzitivitu [napf. infekce,
puberta, téhotenstvi] (Fajans S. S. et al., 2001). Vliv obezity na zdvaznost klinické prezentace je
sporna. Nékteré studie takovou asociaci s obezitou neprokazali (Tack C. J. J. et al., 2000; Lango Allen
H. et al., 2010), jiné naopak ano (Lehto M. et al., 1997). Nicméné dUlslednost v prevenci rozvoje
obezity je na misté u MODY pacientl s rodinnym vyskytem cukrovky 2. typu v anamnéze.

Klinicka variabilita se ddva do spojitosti také se socialnimi faktory. V MODY rodinach klesa vék
v dobé diagnostiky diabetu v mladsich generacich ¢astecné z divodu vétsi informovanosti o dédicné
povaze onemocnéni (Stride A. et al., 2002; Klupa T. et al., 2002) a ¢asného screeningu pfibuznych
nositelll mutace.

Riziko diabetickych komplikaci (obzvlasté mikrovaskularnich) je podobné jako u diabetes
mellitus 1. a 2. typu vysoké (Isomaa B. et al.,, 1998). Rapidné vSak narlsta v pfipadé Spatné
glykemické kompenzace. Napf. u HNF1A-MODY je charakteristicky zejména rychly rozvoj diabetické
retinopatie a nefropatie (Brunerova L. et al.,, 2006). Naopak riziko makrovaskularnich komplikaci
nebyva dramaticky vysoké. Usuzovalo se na spiSe ateroprotektivni lipidogram MODY pacient(l, napf.
vyssi sérové hladiny HDL u HNF1IA-MODY v porovnani s diabetiky 2. typu. Vétsi kardioprotektivita ale
nakonec vtomto pfipadé prokazdna nebyla (Murphy R. et al.,, 2008; Pearson E. et. al. 2003).
Nediabetickou, méné obvyklou , komplikaci“ nékterych (~ 4%) pacientli s HNF1A-MODY je jaterni
adenomatodza (Bluteau O., et al., 2002).

Lécba

PfestoZe B-bunky nejsou v pfipadé HNF-1la a HNF-4a dysfunkce schopny vyplavit dostate¢né
mnozstvi inzulinu na popud glukdzy, velmi promptné reaguji na derivaty sulfonylurey (SUR) ¢i glinidy,
a pribyva téz zkusenosti s lécbou gliptiny (Lachance C. H., 2016). SUR jsou schopny v B-burikdch
,obejit“ geneticky defekt a (pfimou aktivaci Karp—dependentniho kanalu) spustit inzulinovou sekreci.
Masivni vyplaveni inzulinu po podani i malé davky SUR mulze dokonce velmi snadno zpUlsobit
hypoglykémii. Tuto extrémni citlivost k SUR si B-buriky uchovdvaji i po nékolika letech trvani diabetu,
a to i déle nez 20 let. HNF1A- MODY a HNF4A-MODY pacienty lze proto témér vidy uspésné lécit
peroralnimi antidiabetiky ze skupiny SUR, a pokud nevyvolavaji hypoglykémie, mohou zajistit
dostatec¢nou lé¢bu po mnoho desitek let (Pearson E. R. et al., 2000) s prokazatelné vétsim Uspéchem
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neZ v pripadé inzulinoterapie (Pearson E. R. et al.,, 2003). V neposledni fadé nabizi nemocnym
vzhledem k moZnosti peroralniho podani také vyznamné lepsi kvalitu Zivota, v ptipadé gliptinG i s
mensim rizikem hypoglykémii (Lachance, 2016). V zavaZnosti diabetu vsak existuje znacna variabilita
(Hattersley A. T., 1998), a predpoklada se, Ze asi 30% HNF1A-MODY pacientll vyZzaduje inzulinoterapii
(Wobser H. et al., 2002). Tak jako tak s progresivni dysfunkci B-bunék a zvySujicimi se naroky na
|éCbu, je po urcité dobé stejné nutné nékteré pacienty lécit inzulinem.

Dfive panovaly predstavy, Ze nejlepsSi kompenzace a tak i odddleni rozvoje diabetickych
komplikaci, je mozné dosahnout pouze intenzifikovanym inzulinovym reZimem. Mnohé studie vsak
potvrdily, Ze terapie SUR (naptiklad glibenklamidem) je u  HNF1A-/HNF4A-MODY pacientl
v dlouhodobém horizontu bezpecna a ucinna (Pearson E. R. et al., 2000; Shepherd M. et al., 2003).
Proto pacienty, ktefi byli doposud Iéceni inzulinem (napfiklad ti, jenZ byli mylné povaZovani za
diabetiky 1. typu), je vhodné kontrolované prevést z inzulinu na peroralni antidiabetika (Brunerova L.
et al., 2006). Vynechani inzulinu v tomto pfipadé nevede ke vzniku ketoacidézy (Shepherd M. et al.,
2003). Nicméné nedodrzovani |é¢by (at jiz peroroalnimi antidiabetiky ¢i inzulinem) pfinasi pacientim
v souvislosti s dekompenzaci diabetu vyznamné riziko akcelerace zejména mikrovaskularnich
komplikaci (Isomaa B. et al., 1998).

1.3 SPECIFICKE OSTRUVKOVE AUTOPROTILATKY

Ostrlivkové autoprotilatky jsou specifické imunoglobuliny, tvofené imunitnim systémem proti
vlastnim molekuldam (autoantigenim) B-bunky. V pfipadé diabetes mellitus 1. typu jsou
autoprotilatky projevem imunitné zprostifedkované destrukce inzulin produkujicich bunék (inzulitidy),
iniciované doposud nezndmym (auto)antigenem, pricemZ sami o sobé pravdépodobné nemaiji
patogenni roli. Pfedpoklada se, Ze vznikaji v pribéhu bunécéné destrukce v pankreatickych ostrlivcich,
odkud jsou autoantigeny uvolfiovany a nasledné vychytavany mistnimi i cirkulujicimi makrofagy
anebo dendritickymi burfikami, jenZz migruji do lymfatickych uzlin drénujici pankreas, kde jsou
nasledné prezentovany lymfocytiim (Mathis D. et al., 2001).

1.3.1 Prehled specifickych ostriivkovych autoprotilatek

Mezi specifické ostrlvkové autoprotilatky patfi protildtky proti cytoplasmé ostriivkovych bunék (islet
cytoplasm autoantibodies — ICA), proti dekarboxyldze kyseliny glutamové (glutamic acid
decarboxylase autoantibodies — GADA), proti tyrozin fosfatdze (insulinoma-associated autoantibodies
— |A-2A), proti inzulinu (insulin autoantibodies — IAA) a proti zinkovému transportéru 8 (zinc
transporter 8 autoantibodies — ZnT8A).

e Protildtky proti cytoplasmé ostruvkovych bunék (ICA)
ICA predstavovaly vibec prvni rozpoznané autoprotilatky u pacientll s diabetes mellitus 1. typu
(Bottazzo G. et al., 1974), které bylo mozné identifikovat pracnymi nepfimymi imunoflorescené¢nimi

testy. V soucasné dobé je jich stanoveni plné nahrazeno méfenim protilatek proti specifi¢téjsim
antigendm — zejména dekarboxylaze kyseliny glutamové a tyrozin fosfataze nebo inzulinu, které se
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stanovuji radioimunoassayi (RIA). RIA v soucCasnosti poskytuje nejvyssi senzitivitu a specificitu [vétsi
neZ enzymova imunosorbentni analyza — ELISA] (Pihoker C. et al., 2005).

e Protildtky proti dekarboxyldze kyseliny glutamové (GADA)

GADA (oznacované také jako GAD65A, tj. autoprotilatky proti 65kD izoformeé glutamat dekarboxylazy)
jsou vsouvislosti s diabetes mellitus 1. typu nejcastéji prokazatelnymi autoprotilatkami
s odhadovanou prevalenci u nové diagnostikovanych diabetikll 1. typu 70-80% (Notkins A. L. &
Lernmark A., 2001). Jejich cilovym autoantigenem je dekarboxyldza kyseliny glutamové (GAD) —
enzym ukotveny v membrané synaptickych vacka nervovych zakonéeni GABA-neurond a malych
synaptickych mikrovesikul B-bunék (Sorenson R. L. et al., 1991). GAD konvertuje kyselinu glutamovou
na kyselinu y-aminomaslenou (GABA) — hlavni inhibi¢ni neurotransmiter v centralnim a perifernim
nervovém systému. Jeho funkce mimo nervové tkané neni zcela jasnd. S ohledem na pfitomnost GAD
a GABA v B-burikach, jakoZ i pfitomnost GABA-receptor( v jejich plasmatické membrané, ma GABA
zfejmé vyznam v parakrinni signalizaci pankreatickych ostrivkd (Leslie R. D. et al., 1999), konkrétné v
modulaci glukagonové sekrece z a-bunék (Wendt A. et al., 2004). Nicméné v experimentu na GAD65

" my3i se na strané B-bunék neprokazala zadnd konkrétni funkéni anomalie (Kash S. F. et al., 1999).

GADG65A jsou cennym prediktorem rizika a progrese autoimunitniho diabetu a nejcastéji
pouZivanou screeningovou autoprotilatkou (Towns R. & Pietropaolo M., 2011). Jejich vyskyt
moduluje vék a HLA genotyp. Jsou prokazatelné jiz v preklinickém stadiu (Brooks-Worrell B. et al.,
2001) a jejich incidence roste s vékem — najdeme je Castéji u dospélych pacientl (Jensen R. A. et al.,
2011; Towns R. & Pietropaolo M., 2011). Ve vétsiné prfipadl pretrvavaji ve vysokém titru i déle nez 12
let od diagnostiky diabetu, bez vazby na vék ¢i zbytkovou endogenni inzulinovou sekreci [lze je
detekovat i pfi neméritelné nizké hladiné C-peptidu] (Borg H. et al., 2002).

Vyssi titr GADA (naméreny v dobé diagnostiky diabetu) je asociovan se zdvainéjsim pB-
bunéénym selhanim a koreluje s vyskytem chronickych diabetickych komplikaci, jakou je napft.
retinopatie po 15 letech trvani diabetu (Borg H. et al., 2001; Jensen R. A. et al., 2011). Nizka hladina
GADA sama o sobé indikuje pomalou progresi B-bunécné dysfunkce béhem péti let po diagndze (Borg
H. et al., 2001).

e Protildtky proti tyrozin fosfatdze (1A-2A)

IA-2A (oznacované také jako ICA 512) jsou detekovatelné u 32-75% nové diagnostikovanych diabetikd
1. typu (Notkins A. L. & Lernmark A., 2001), v zavislosti na véku vdobé manifestace. Cilovy
autoantigen IA2 je c¢lenem rodiny protein tyrozin fosfatdz, pozbyvajici enzymové aktivity. lJe
exprimovan primarné v neuroendokrinnich burikdch (mimo jiné i v neuroendokrinnich tumorech),
mnoha c¢astech centraini nervové soustavy a v Langerhansovych ostrlivcich (a- i B-burikach). V B-
burikach je lokalizovan v denznich (sekrec¢nich) granulich a jeho funkce je nejasna. Protein ma dvé
domény, pricemzZ extracelularni doména se nachazi v sekrecnich granulich, zatim co intracelularni
doména zasahuje do cytoplasmy. Hlavni antigenni oblast, proti které je namifena protilatkova
odpovéd tvofi intracelularni doména (Leslie R. D. et al., 1999).
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Castéji jsou tyto autoprotildtky detekovatelné v mladsich vékovych skupinach (u déti), s
vékem jejich incidence klesd a v dobé pozdéjsi manifestace diabetu nebyvaji viibec prokazatelné
(Williams A. J. et al., 2008; Graham J. et al., 2002). Jejich plasmaticka hladina je méfitelna i 12 let po
diagnostice cukrovky, ale s délkou trvani diabetu (na rozdil od GADA) rapidné klesa (Borg H. et al.,
2002).

IA-2A jsou povazovany za specifictéjsi ukazatel destrukce B-bunék a jejich pFitomnost
koreluje s rapidni progresi do diabetu (Savola K. et al., 1998). V kombinaci s GADA predikuji rychlé B-
bunécné selhani (Borg H. et al., 2002).

e Protildtky proti inzulinu (IAA)

IAA jsou samy o sobé povaZovany za vysoce specifické prediktory rizika a progrese diabetu 1. typu
(Steck A. K. et al., 2011). Existuji hypotézy, Zze prdvé inzulin je primarnim autoantigenem, ktery hraje
¢asnou Ulohu v patogenezi diabetes mellitus 1. typu jako spoustéc autoimunitni inzulitidy (Eisenbarth
G.S. etal., 2002).

IAA se objevuji nej¢astéji u malych déti a byvaji vibec prvnimi detekovatelnymi
autoprotilatkami (Ziegler A. G. et al., 1999). Prokazatelné jsou zhruba u 90% déti s diabetes mellitus
1. typu do péti let véku, v 50-60% u déti do 10 let véku, po 12. roce Zivota se vyskytuji uz jen ve 40%
pfipadd a u dospélych pacientd nejsou bézné (incidence mezi pacienty do 30 let véku se odhaduje na
pouhych 10%) [Graham J. et al., 2002; Feeney S. J. et al., 1997]. Longitudinalné se neobservuiji, jelikoz
rutinni analyzou je nelze odliSit od protilatek proti exogennimu inzulinu, jez se mohou objevit ¢asné
po iniciaci inzulinoterapie (Davis S. N. et al., 1992).

e Autoprotildtky proti zinkovému transportéru 8 (ZnT8A)

ZnT8A jsou protilatky namifené proti transmembranovému proteinu sekrecnich granuli B-bunék,
ktery prenasi zinkové kationty. Jsou detekovatelné u 60-80% cerstvé manifestovanych diabetikd 1.
typu a 26% pacientl bez pfitomnosti jinych autoprotilatek [tj. GADA, IA-2A a ICA] (Wenzelau J. M. et
al., 2007).

Jsou povaZovany za vysoce specifické pro B-buriky, objevuji se jiz v preklinickém stadiu
diabetes mellitus 1. typu. Prokazatelné jsou jak v détstvi (jiz od dvou az tti let véku), tak i v pozdni
adolescenci (Lampasona V. et al., 2010; Wenzelau J. M. et al., 2007). UmoZiuji identifikovat pacienty
s rapidné;jsi progresi do manifestniho diabetu (Lampasona V. et al., 2010). Po manifestaci cukrovky
klesaji velmi pozvolna, jsou tudiz uzitecné u starSich pacientl, u kterych s vékem jiné autoprotilatky
mizi.

1.3.2 Vyznam specifickych ostrtivkovych autoprotilatek v klinické praxi

Ostravkové autoprotilatky slouzi zejména ke klasifikaci diabetes mellitus, k predikci rizika vzniku a
progrese diabetes mellitus 1. typu, v€etné odhadu narokd na jeho lécbu.

e Diferencidlni diagnostika diabetes mellitus
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V klinické praxi maji ostrivkové autoprotilatky nezastupitelny vyznam predevsim v diferencialni
diagnostice diabetes mellitus 1. typu, véetné LADA (Latent Autoimmune Diabetes of the Adults).
JelikoZ se vyskytuji u velké vétsiny pacientl v dobé manifestace cukrovky 1. typu (Sabbah E. et al.,,
1999), jsou povaZovany za jedno z hlavnich diagnostickych kritérii tohoto typu diabetu, v pfipadé
LADA jsou podminkou pro klasifikaci (Triplitt C., et al., 2015). V soucasné klinické praxi se k tomuto
ucelu nejvice vyuZivaji IA-2A a GADA.

e Predikce rozvoje autoimunitniho diabetu (diabetes mellitus 1. typu)

K predikci vzniku diabetes mellitus 1. typu lze v soucasnosti vyuZit vSechny Ctyfi vySe uvedené
autoprotilatky. Na otdzku kterd autoprotilatka je lepsi prediktor, zda vétsi riziko predstavuje pocet,
urcitd kombinace autoprotildtek nebo vyse jejich titru, neexistuje v souc¢asné dobé jednoznacna
odpovéd’ a nazory se rlzni. Podle fady studii je dlleZity pocet prokazanych autoprotilatek a doba
jejich vzniku, jeZ koreluji s rizikem a progresi diabetu |épe neZ poradi jejich objeveni (Pihoker C. et al.,
2005; Gardner S. G. Et al., 1999; Yoon J-W. & Jun H. S., 2005).

Podle americké studie Diabetes Prevention Trial (DPT-1) maji jedinci s dvéma a vice
autoprotilatkami 68% riziko vzniku diabetu do péti let, jedinci se tfemi autoprotilatkami témér 100%
(Verge C. F. et al., 1996). Nejsenzitivnéjsim markerem detekce mnohocetné protilatkové pozitivity je
pfitomnost GADA — az 91% jedincli s GADA ma zaroven dalsi autoprotilatku (Krischer J. P., et al.,
2003). Nicméné u osob s jedinou autoprotildtkou (GADA) mlzZe byt pro predikci diabetu dlleZity
samotny titr stanovené autoprotilatky (Lundgren V. M. et al., 2010).

e Predikce klinického priubéhu diabetu a terapeutické intervence

Mnohocetna autoprotilatkova pozitivita nebo pfitomnost samotné GADA v dobé diagnostiky diabetu
predikuje budouci kompletni selhdni B-bunék (Borg H. et al., 2002). GADA také predikuji brzké selhani
|éCby peroralnimi antidiabetiky a nutnost zahdjeni inzulinoterapie (Littorin B. et al., 1999; Turner R. et
al., 1997).

1.3.3 Prevalence specifickych ostrivkovych autoprotilatek u jednotlivych typa
diabetes mellitus

Ostrlivkové autoprotilatky jsou prokazatelné nejcastéji u pacientl s diabetes mellitus 1. typu, véetné
jeho pozdnéjsi a méné progresivni formy — LADA. Rada studii prokazala vyskyt specifickych
ostrlivkovych autoprotilatek také u ~ 2-12% pacient s jinymi typy diabetes mellitus (napf. s diabetes
mellitus 2. typu), pficemzZ jejich exprese nebyla asociovana sautoimunitni inzulitidou (Towns
R. & Pietropaolo M., 2011). Ojedinéle se také mohou vyskytovat u rliznych autoimunitnich chorob a v
jinak zdravé (tj. nediabetické) populaci.

e Diabetes mellitus 1. typu

s e

v souvislosti s probihajici (autoimunitni) inzulitidou, kterd se rozviji zpravidla mésice az léta pred
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vlastni manifestaci diabetu (Gorsuch A. N. et al,, 1981). V tomto obdobi predpovidaji ztratu 1. faze
inzulinové sekrece (Keskinen P. et al.,, 2002). V dobé manifestace diabetu ma alespon jednu
prokazatelnou autoprotildtku az 90% pacientd (Notkins A. L. & Lernmark A., 2001), obvykle jsou
pozitivni dvé a vice autoprotilatek (Palmer J. P. et al., 2005).

Spektrum pritomnych autoprotilatek je u jednotlivych pacientd rizné. Predpoklada se, Ze na
expresi autoprotilatek cilené na specificky autoantigen ma modifikujici vliv vék, pohlavi a HLA
haplotypy (Graham J. et al., 2002; Ziegler R. et al., 1991; Pihoker C. et al., 2005). Prvni autoprotilatka,
ktera se obvykle objevi u déti, je IAA (Yu L. I. et al., 1996; Ziegler A. G. et al., 1999). S postupem casu
mohou IAA vymizet (pravdépodobné paralelné s B-bunécnou destrukci) a nahradit je napf. GADA a
IA-2A. U dospélych byvaji castéjsi GADA. Autoprotilatky v cirkulaci zGstavaji rzné dlouhou dobu. IA-
2A s délkou trvani nemoci rapidné klesaji, kdezto GADA zUstavaji dlouho pozitivni. IAA se Castéji
vyskytuji u jedincl nesouci DR4 (Ziegler R. et al., 1991) a DQ8 (Graham J. et al., 2002). Vyssi frekvence
vyskytu GADA je znama u diabetikl 1. typu s rizikovymi alelami HLA-DR3 anebo DQB1*0201 (Graham
J. et al., 2002). IA-2A se Castéji objevuji u jedincl s HLA DQ8 (Graham J. et al., 2002).

e [ADA

U LADA se spektrum autoprotilatek v porovnani s diabetem 1. typu lisi. U LADA pacientl Castéji
detekujeme pouze jednu autoprotilatku (Laugesen E. et al., 2015; Palmer J. P. et al., 2005), daleko
nejcastéji GADA [vdzané na DRB1*03 (Novota P. et al.,, 2004)]. Pfitomnost IA-2A a IAA je méné
obvykla (Naik R. G. & Palmer J. P., 2003). Pocet pfitomnych autoprotilatek a vyse titru koreluje
s nékterymi klinickymi charakteristikami. Sou¢asnd pritomnost vice autoprotilatek anebo vysoky titr
GADA je v porovnani s jednou autoprotilatkou a nizkym titrem, asociovand s ¢asnéjsi manifestaci
diabetu, nizkou hodnotou lacného C-peptidu (reflektujici snizenou B-bunéénou funkci), vyssi
prediktivni hodnotou budouci inzulindependence, ptfitomnosti dalSich autoimunitnich chorob, nizkou
prevalenci metabolického syndromu [tj. vysokého BMI (body mass index), arteridlni hypertenze a
dyslipidémie], a castéjsSim vyskytem HLA rizikového genotypu. Prlkaz jen jedné autoprotilatky v
nizkém titru naopak koreluje s manifestaci diabetu v pozdéjSim véku, s pozvolnéjsi progresi v ¢ase,

......

Deutekom A. W. et al., 2008; Huang G. et al., 2016).

Hranice mezi klinicky zjevnym diabetem 2. typu a LADA byva vlastné tenka a zpUsobuje potize
v klasifikaci diabetu. Pacienti s autoprotildtkami a fenotypem diabetes mellitus 2. typu jsou nékdy
klasifikovani jako LADA nebo pomalu progredujici typ diabets mellitus 1. typu, latentni typ diabetu 1.
typu, double diabetes nebo jako diabetes mellitus typu 1.5.

e Diabetes mellitus 2. typu

U diabetikl s ,fenotypové” typickym diabetes mellitus 2. typu mohou byt ostrlivkové autoprotilatky
detekovatelné svétsi prevalenci v mladsich vékovych skupinach. Pfitomnost alespon jedné
autoprotilatky (GADA, IA2A anebo IAA) je prokazatelna u témér 30% déti s cukrovkou 2. typu
(Umpaichitra V. et al., 2002; Reinehr T. et al., 2006). Podobné byla prokazana pritomnost
autoprotilatek také u dospélych diabetikl 2. typu (Brooks-Worrell B. M. et al., 2011), pficemzZ v obou
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vékovych skupinach byla i pres pritomnost autoprotilatek zachovana inzulinova sekrece (na zakladé
méreni hladiny C-peptidu v séru).

e Gestacni diabetes mellitus

Nékolik studii prokazalo pfitomnost specifickych ostrlivkovych autoprotilatek v dobé diagnostiky
gestacniho diabetu (GDM). Prevalence je nizsi neZ u pacientl s diabetem 1. typu — v pfipadé IAA se
pohybuje mezi 0-5.9%, IA-2A vrozmezi 0-6.2% a u GADA mezi 0-10.8%. Kombinace rlznych
autoprotilatek je castd. Pozitivita autoprotilatek v pribéhu téhotenstvi mulze reflektovat formu
pomalu progredujiciho autoimunitniho diabetu a zvySovat u pacientek s GDM riziko rozvoje diabetu
kratce po porodu i v delSim ¢asovém horizontu (de Leiva A. et al., 2007; Flchtenbusch M. et al.,
2004).

e Pankreatogenni diabetes mellitus

V nasi klinické praxi jsme se setkali s autoprotilatkami (GADA, IA-2A) také u pacient(l s karcinomem
pankreatu (Plihalova A. et al., nepublikovana data).

e Autoimunitni choroby

Nékteré ostrivkové autoprotilatky (GADA, IA-2A, ZnT8A) se mohou vyskytovat i u jinych
autoimunitné podminénych chorob (Pihoker C. et al., 2005; Wenzlau J. M. et al., 2007). Nejcastéji se
muiZeme setkat s témito autoprotilatkami u (nediabetickych) pacientll s Hashimotovou tyreoiditidou
(Aksoy D. Y. et al., 2006; Kawasaki E. et al., 1994), ale také s Graves-Basedowovovou tyreoiditidou
(Taniyama M. et al. 2010), celiakii (d'Annunzio G. et al., 2009), cerebeladrni ataxii a Stiffman
syndromem (Solimena M. et al., 1988).

Frekvence vyskytu GADA u nediabetik(l s Hashimotovou tyreoiditidou se pohybuje okolo 5%
(Aksoy D. Y. et al., 2006). V téchto pripadech nebylo prokazano, Ze by samotna pozitivita GADA byla
asociovana s poruchou inzulinové senzitivity ¢i inzulinové sekrece a uclinku nebo Ze by
predznamenavila vyvoj diabetu (Aksoy D. Y. et al., 2006). Na druhou stranu prikaz GADA a zejména
ZnT8A v dobé diagnostiky diabetu predstavuje (u neobéznich diabetikd) nékolikanasobné vyssi riziko
rozvoje autoimunitni tyreoiditidy (Kordonouri O. et al., 2011; Rogowicz-Frontczak A. et al., 2014).
Podobné se GADA (bez vazby na B-celuldrni destrukci) objevuje u pacient s Graves-Basedovovou
tyreoidititou a jeji prediktivni vyznam na rozvoj diabetu téz neni znam (Taniyama M. et al. 2010).

e Zdravd populace

Vyskyt ostrlivkovych autoprotilatek ve zdravé (nediabetické populaci) neprekraduje 5% [GADA O-
2,5%, IA-2A 0-2,5%, obé autoprotilatky 0-0,1%, IA-2A/GADA 0-5%; ZnT8A < 2%] (Leslie R. D. et
al., 1999; Wenzlau J. M. et al., 2007). Mnoho jedinc(, jenZz ma ostrivkové autoprotilatky, diabetem
vlibec neonemocni. Studie z Finska, kde je vyskyt diabetes mellitus 1. typu velmi vysoky, zjistila, Ze
diabetem onemocni pouze 26% mladych jedincG s GADA (v populaci nad 25 let), v porovnani
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s pouhymi 0,26% GADA-negativnich jedincl, u nichZ se diabetes nakonec vyvine (Knip M. et al.,,
2010).

e Monogenni diabetes mellitus

V literature je popsano nékolik jednotlivych pfipadd nahodné zjisténé pozitivity autoprotilatek u
pacient( s MODY (Aguilera E. et al, 2005; Bowden S. A. et al, 2008; Calcaterra, V. et al., 2012; Ortega-
Rodrigues E. et al., 2001) [Tab. 2]. Prvni studii, kterd se zminuje o prevalenci ostrivkovych
autoprotilatek u pacientll s monogennim diabetem (pochazejicich z Némecka a Rakouska)
publikovala Schoberova (byt to primarné nebylo jejim cilem). Autoprotilatky se mezi témito pacienty
vyskytovaly prekvapivé az v 17% pripadl (Schober E. et al., 2009). Nicméné asi u 20% jedincu
zafazenych do studie byla diagnéza monogenniho diabetu stanovena pouze na zdkladé klinickych
Udaja, bez molekularné genetické verifikace.

Mc'Donald a kolektiv autord vysetifovali pfitomnost GADA a IA-2A u pacientl s nejbéznéjsimi
formami recentné zjisténého MODY (GCK-, HNF1A- a HNF4A-MODY) v porovndni s nové
diagnostikovanymi diabetiky 1. typu (tj. do 6 mésicl od manifestace cukrovky), s cilem posoudit jejich
schopnost odlisit diabetes mellitus 1. typu od monogenniho diabetu (McDonald T. J. et al., 2011).
Pritomné autoprotilatky mélo 82% diabetik(l 1. typu a méné nez 1% MODY pacient(, tedy podobné
jako zdravé kontroly. V MODY skupiné byly navic prokazatelné pouze GADA. Detekci ostrivkovych
autoprotilatek (zejména pak IA-2A) v dobé diagnostiky diabetu tak povaZuji autofitéto studie za
dostateéné senzitivni marker diferencidlni diagnostiky monogenniho diabetu a diabetes mellitus 1.

typu.
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Tab. 2. Prehled publikovanych pripadi MODY pacient( s ostriivkovymi autoprotildtkami

Autor studie

Predpokladany
typ diabetes
mellitus

Autoprotilatky

Mutace nalezené
v MODY genech

Rodinna
anamnéza
diabetu

Aguilera E. et al.,

Diabetes mellitus

Pozitivni

Mutace (varianta

Otec — nositel

2005 1. typu v exonu 5 mutace,
Ser165Gly) v glukdzova
HNF4A tolerance
normalni
Bowden S. A. et Diabetes mellitus Pozitivni ICA a Mutace (T196A) v Pozitivni
al., 2008 2. typu, nadvaha, GADA HNF1A genu (genetika u
metabolicky rodinnych

syndrom

prislusnikd
nevysetrena)

Calcaterra V. et
al., 2012

Diabetes mellitus
1. typu,
metabolicky
syndrom

Pozitivhi GADA a
IA2A

Mutace (L134P)
v GCK genu

Matka, dvé
matciny sestry a
jejich dvé déti —
mirna
hyperglykémie

Maltoni G. et al.,
2012

Diabetes mellitus
1. typu

Diabetes mellitus
1. typu

Pozitivni ICA a
GADA

Pozitivni ICA a
GADA

Mutace (IVS+2T>A)
v GCK genu

Mutace (p.G31D) v
HNF1A genu

Otec, stryc a
babicka —
nositelé mutace,
mirna
hyperglykémie

Matka —
nositelka
mutace,
glukdézova
tolerance
normalni

Ortega-Rodriques
E. etal., 2001

Diabetes mellitus
1. typu

Pozitivni ICA,
GADA a IAA

Mutace (G279A)
v GCK genu

Matka, bratr —
nositelé mutace,
diabetes
mellitus

MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor 1a; HNFAA — hepatalni
nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza; ICA — autoprotilatky proti cytoplasmé ostrivkovych bunék; GADA —

autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové; IAA — autoprotilatky proti inzulinu

2. CiLE PRACE A HYPOTEZY

Testovani ostrlvkovych autoprotildtek je v soucasné dobé rutinné provadéno k odliseni diabetes

mellitus 1. typu od jinych typd cukrovky, véetné MODY. Mezindrodné platna a uznavana diagnosticka

kritéria MODY zahrnuji absenci ostrlvkovych autoprotilatek (Ellard S. et al., 2008). V drtivé vétSiné
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pripadll se proto nakladné molekularné genetické vysetfeni na MODY provadi aZ po jejich rutinnim
laboratornim vylouceni. Pacienti s pozitivnim ndlezem GADA anebo IA-2A jsou obvykle z genetického
testovani vylouceni.

Zahranicni literatura (i nase vlastni klinické zkuSenosti) vSak popisuje realné pripady MODY
pacientl s pozitivnimi ostrlvkovymi autoprotilatkami. Mylna interpretace jejich ndlezu pfitom muze
vést k diagnostice nespravného typu diabetes mellitus a konecné kvolbé neadekvatni |écebné
strategie a podcenéni redlné progndézy takového pacienta. Spravna diferencialni diagnostika MODY
versus diabetes mellitus 1. typu nebo LADA je kli¢ova, jelikoZz umoziuje:

e presnéjsi individualizaci lé¢by,
e kvalitni predikci a monitorovani diabetickych komplikaci,
o efektivnéjsi stanoveni dédi¢nych rizik.

Vyznamny pocet MODY pacientd totiz miZe byt |ééeno derivaty sulfonylurey (tj. peroralni
cestou) namisto inzulinu (v podobé podkoznich injekci). Navic spektrum a prevalence akutnich a
pravdépodobné i chronickych diabetickych komplikaci se u diabetik( 1. typu a LADA pacientd lisi
v porovnani s konkrétnim typem MODY. Diferencidlni diagnostika MODY umoziuje jejich lepsi
predikci a efektivnéjsi monitoring. MODY téz mUzZe byt predikovan na zdkladé genetického testovani
u potomkl probanda, coZz umozZnuje casnou detekci priznakll rozvijejici se cukrovky a okamiZitou
|éCbu predchazejici jeji manifestaci.

Ackoliv benefitll spravné diferencialni diagnostiky MODY je mnoho, aktuaini selekcni kritéria
pro genetické testovani mutaci asociovanych s MODY stdle nemohou zajistit dostate¢nou selektivitu
a specificitu; dokonce mohou vést k vylouéeni nékterych MODY pacientl z genetického testovani.
Takovym prikladem mize byt pravé pfitomnost ostrivkovych autoprotilatek.

2.1 Cile prace
V nasi klinické praxi jsme se opakované setkali s jednotlivymi pfipady pacientll s MODY, u kterych

byla zaroven nahodné laboratorné zdokumentovana pritomnost ostrlvkovych autoprotilatek
(Urbanova J. et al., 2011, posterové sdéleni). Na zakladé téchto prekvapivych nalezli jsme se rozhodli:

zdokumentovat vyskyt ostriivkovych autoprotildtek v kohorté ceskych pacientt s MODY;
e zodpovédét pravdépodobnou primdrni pric¢inu jejich sekrece.

Zakladnim cilem této prace bylo:

e stanovit specifické ostriivkové autoprotildtky u vsech ndmi doposud vysetfenych MODY
pacientt a zjistit tak jejich skuteénou prevalenci mezi ¢eskymi MODY pacienty (v porovnani
s prevalenci ostrlivkovych autoprotilatek u kontrolni skupiny ceskych diabetikd 1. typu a
LADA);

e sledovat a posoudit dynamiku autoprotildtkové sekrece v Case;
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e popsat skupinu MODY pacientl s ostrivkovymi autoprotildtkami (v porovnani s MODY
pacienty bez ostrivkovych autoprotilatek) v Sirsim klinickém kontextu;
e na zdakladé zjisténych souvislosti blize specifikovat pficinu jejich produkce.

Kone¢nym cilem je na zakladé zjisténych adaji revidovat diferencidlné diagnosticka kritéria
MODY a indikacni kritéria k provedeni molekuldrné genetického vysetfeni na MODY.

2.2 Hypotézy
Sekrece specifickych ostrlivkovych autoprotilatek u pacientli s MODY by mohla mit dvoji podstatu:

e mohla by signalizovat vyvoj diabetes mellitus 1. typu ¢i LADA (v koexistenci s MODY);

e mohla by reflektovat primdrné neautoimunitni destrukci 8-bunék aktivujici imunitni systém,
jez sekunddrné iniciuje protilatkovou sekreci. Pfitomnost specifickych autoprotilatek by tak
mohla potenciondlné odrazet obdobi B-bunécné destrukce, ktera byla pficinou (ne
nasledkem) pozorovaného autoimunitniho procesu.

A) Pritomnost ostrivkovych autoprotilatek mizZe predikovat vznik ¢i pfimo signalizovat
koexistenci diabetes mellitus 1. typu s MODY

Tak jako se u MODY diabetik(l mlzZe rozvinout pfi obezité diabetes mellitus 2. typu, neni vylouceno,
Ze u geneticky determinovanych jedincl s MODY nemuzZe dojit také ke vzniku diabetes mellitus 1.
typu. V kontextu s nosic¢stvim rizikovych alel [reprezentované HLA-DR3 a HLA-DR4 (Cejkova P. et al.,
2008)] mohou ostriivkové autoprotilatky v preklinickém stadiu predikovat vznik diabetes mellitus 1.
typu v blizké budoucnosti.

Takovy stav by byl provdzen progresivni dysfunkci B-bunék a nakonec Uplnym vyhasnutim
endogenni inzulinové sekrece, jez by se ¢asné manifestoval typickou symptomatologii diabetes
mellitus 1. typu s ketoacidézou a Uplnou inzulinodependenci.

B) Ostriivkové autoprotilatky mohou byt u MODY asociovdny s autoimunitnim diabetem s
pozvolnou progresi — LADA

Pfitomnost ostravkovych autoprotildatek muZe naznacovat také rozvoj LADA u geneticky
predisponovanych MODY pacientl. Genetické riziko pro vznik LADA je spjato s nizkou frekvenci
protektivnich HLA genotypUl diabetes mellitus 1. typu, zejména HLA DQA1-DQB1*0102(3)-*0602(3)/X
(Stenstrom G. et al., 2002).

V takovém pfipadé by doslo k pozvolnému selhavani B-bunék a brzkému zahdjeni injekcni
terapie inzulinem.

C) Pritomnost ostrivkovych autoprotildtek mizZe odrdZet B8-bunécnou destrukci podminénou
rlznymi (tj. neautoimunitnimi) mechanismy
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Fungovani B-bunék zavisi jednak na normalni regulaci inzulinové syntézy a sekrece, a jednak na
udrzeni funkéni B-bunécné masy. Hlavni formou B-celuldrni regenerace je replikace stavajicich bunék.
Neogeneze B-bunék (de novo formace) probiha u lidskych jedincli z kmenovych bunék nebo z jinych
prekurzorovych bunék, zfejmé duktalnich (Bonner-Weir S. et al., 2010), a je nejspiSe fizena siti
transkripénich faktord, vcetné HNF-4a a HNF-la. Na druhé strané, klicovym mechanismem B-
celuldrni smrti je apoptdza.

Kfehka rovnovdha mezi B-celularni obnovou a destrukci je determinovana genetickymi
faktory a ovlivilovana environmentdalnimi podnéty. Snadno tak mlze byt narusena nejrliznéjsimi vlivy
— genetickou predispozici, pohlavim, intrauterinnim prostfedim, starnutim, Zivotnim stylem (dieta,
cviceni), infekci, stfevni mikroflérou, téhotenstvim, krevnim zasobenim a nervovou inervaci,
tkanovou komunikaci mezi burikami (véetné signal(l z GIT) nebo téZ metabolickym stresem, zanéty a
autoimunitou. Geneticka predispozice (ale také napf. vék) ovlivni, jak na nejrliznéjsi stresory (tj. vyse
zminéné imunitni, zanétlivé, infek¢ni, metabolické aj. vlivy) B-burnky konkrétniho jedince zareaguji
(Mandrup-Poulsen T., 2001).

Porucha bunécné kinetiky (regenerace vs. bunécna smrt), naklonénd blize zaniku bunék, je
vyznamnou soucasti patofyziologie diabetes mellitus jako takového a mUzZe byt pojitkem pfi patrani
mellitus. Postupny Ubytek B-bunék pfi prevazujici bunécné destrukci je dobfe znam u diabetes
mellitus 1. a 2. typu (Weir G. C. & Bonner-Weir, S., 2004) a byl experimentalné detekovan i u MODY
(Uchizono Y. et al., 2009). Hlavni formou takového zaniku B-bunék je apoptdza, ovsem nelze vyloudit
ani podil nekrézy na destrukci B-bunék, napf. v prlibéhu progrese cukrovky (Cnop M. et al., 2005;
Mathis D. et al., 2001). Relativni vyznam autofagie a dalSich mechanism( bunécné smrti je zatim
nejasna.

Budeme-li predpokladat, Zze ve vétsiné pripadl nedetekujeme autoprotilatky namitené proti
antigenu exponovanému na bunécném povrchu, ale v cytoplasmé, lze se domnivat, Ze se tyto
autoantigeny mohly setkat simunitnim systémem aZ po destrukci B-bunék, zplsobené rlznymi
Ciniteli, at jiZz primarné autoimunitnimi (u diabetes mellitus 1. typu) ¢i neautoimunitnimi (diabetes
mellitus 2. typu a MODY). Vyvstava tedy otazka, zda mlze byt rozpad B-bunék (bez ohledu na
primarni pficinu) v mensi ¢i vétSi mife provazen (stdlou ¢i transientni) produkci specifickych
ostrlivkovych autoprotilatek.

U diabetes mellitus 1. typu jsou pravdépodobné nejbéinéji detekovatelné autoprotilatky
proti IA-2 a GAD produkovany nasledkem destrukce drtivé vétsiny B-bunék v disledku inzulitidy na
popud néjakého (napf. virového) antigenu. Unikly sekvestr 1A-2 ¢i GAD antigenu posléze indukuje
humoralni imunitni odpovéd (Leslie R. D. et al., 1999). IA-2 a GAD ale mohou byt i vlastnim primarnim
cilem imunitniho systému, tj. autoantigenem. Jinym moznym vysvétlenim pfitomnosti ostrivkovych
autoprotilatek jsou ,,molekuldrni mimikry“, kdy je imunitni odpovéd' sice fizena proti patogennimu
antigenu, ovSem obsahujici homologni sekvence jako télu vlastni antigen [napf. podobnost GADg;s
peptidu 247-279 s P2-C proteinem Coxackie viru nebo VP7 proteinu lidského rotaviru sIA-2
(Honeyman M. C: et al., 2010; Leslie R. D. et al., 1999)].
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U diabetes mellitus 2. typu dochazi k destrukci B-bunék nepochybné vlivem glukotoxicity,
lipotoxicity, oxidac¢niho stresu a dalSich metabolickych faktor(i, véetné amyloidézy (Cnop M. et al.,,
2005). Rizikem zaniku B-bunék hrozi také enormni potfeba inzulinu pfi inzulinové rezistenci, daleko
prevysujici sekrecni kapacitu nepfimérené zatizenych B-bunék (Prentki M. & Nolan C. J., 2006). Nelze
vyloucit, Ze pti zaniku ostrivkovych bunék, se podobné jako u diabetes mellitus 1. typu neuvolni
intracelularni antigen indukujici protilatkovou sekreci.

Mutaci HNF4A a HNF1A genu zase dochazi k alteraci exprese gen( ovliviiujici bunécny rist a
proliferaci. Pokles celkového obratu pankreatickych B-bunék (narlstu apoptdzy a snizeni schopnosti
proliferace) byl prokazan na zvitecich i bunéénych modelech (Uchizono Y. et al., 2009; Wobser H. et
al., 2002). U HNF1A-MODY pacientll by mohlo sniZzeni bunécné proliferace a aktivace mitochondrialni
cesty apoptdzy prispivat k progresivni deterioraci f-bunééné funkce.

Postupnd destrukce a kulminujici selhdani B-bunék je vkazdém pripadé multifaktorialni
proces, at uz je inicidlni pfic¢innou cokoliv. V momenté, kdy celkova B-bunéénd masa a jeji funkce
klesne pod kritickou hranici, stanou se B-burky ter¢em prohlubujiciho se metabolického stresu ze
strany glukdzy a volnych mastnych kyselin (Mandrup-Poulsen T., 2001; Némcova-Fiirstova V. et al.,,
2011). Nerovnovaha mezi (nedostatecnou) inzulinovou sekreci a (obvyklymi ¢i zvySenymi) naroky
organismu na inzulinovou produkci spusti bludny kruh udalosti, gradujici k rostouci hyperglykémii a
hyperlipidémii, jenz kulminuje v dalsi kvantitativni Gbytek inzulinové sekrece a pokles funkéni
kapacity B-bunék. Jakkoliv je tedy diabetes mellitus heterogenni skupinou onemocnéni, lze
predpokladat, Ze minimalné pod vlivem metabolickych faktord se mohou jednotlivé signalni cesty B-
celularni destrukce (iniciované primarné rlznymi faktory) sbihat do jedné spolecné, kterou
eventualné muZe provazet aktivace imunitniho systému (intracelularnimi proteiny) a tvorba
prislusnych ostrivkovych autoprotilatek.

Domnivame se, Ze prakticky jakykoliv destruktivni proces postihujici Langerhansovy ostrlivky
mUZe potenciondlné zapficinit expresi autoprotilatek (Priloha 2). Pficinné faktory mohou zahrnovat
infekéni agens, jak je predpokladano u diabetes mellitus 1. typu [pankreatotropni virova infekce
(Leslie R. D. et al., 1999)], toxicky metabolicky efekt hyperglykémie a dyslipidémie (Mandrup-Poulsen
T., 2001; Némcova-Firstova V. et al., 2011), prolongovanou nadmérnou funkéni stimulaci a namahu
(Prentki M. & Nolan C. J., 2006) a defektni bunécny obrat ve spojitosti s mutaci v genech pro

transkripéni faktory HNF1A nebo HNF4A (Uchizono Z. et al., 2009).

3. METODIKA
V ndhodné vybrané skupiné pacientl s molekularné geneticky potvrzenym monogennim diabetem,
byly stanoveny definované klinické a laboratorni parametry (vcetné specifickych ostrivkovych
autoprotilatek), a stanoven HLA genotyp. Pfitomnost ¢i absence autoprotilatek byla posuzovana jak

v klinickém kontextu, tak i v kontextu se zjiSténymi laboratornimi parametry.

Psany informovany souhlas byl ziskan od vsech pacient(. Studie byla téZ odsouhlasena mistni
etickou komisi.
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3.1 Molekularné genetické vysetieni

U vsech pacientll zafazenych do studie byla izolovdna DNA a provedeno genetické testovani
somatickych mutaci v sekvenci exonl a pfrilehlych intronovych oblasti HNF1A, HNF4A a GCK gend,
pomoci obousmérného Sanger sekvenovani.

DNA pro genetické vySetteni byla ziskana z periferni (antikoagulované) krve (do EDTA) za
pouziti QlAamp DNA kitu. Primery vSech exond HNF1A, HNF4A a GCK genu byly vytvoreny pomoci
Genamic Expression softwaru; pro promotorové oblasti byly pouZity dfive pouZité primery. Primery
byly vytvoreny k vysetifeni vSech exonl a pfilehlych intronovych oblasti. PCR produkty byly cistény
pomoci ExoSAP-IT1 (USB corporation). Pfimé sekvenovaci reakce byly provedeny za pomoci BigDyel
Terminator v3.1, pfidatné chemikalie byly odstranény pomoci BigDye XTerminatirl Purification Kitu.
Sekvenovani bylo provedeno na ABI PRISM 3130 genetickém analyzatoru (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) a vysledky stanoveny pomoci SeqScape softwaru.

Vysetfeni pacienti byli indikovdni ke genetickému testovani na MODY na zakladé
nasledujicich kritérii:

e rodinnd anamnéza diabetes mellitus (popf. poruchy glukézové homeostazi,
definované jako porucha glykémie nalacno a porucha glukézové tolerance), nejméné
ve dvou generacich (Ptiloha 1);

e manifestace diabetes mellitus u Stihlych (BMI < 30 kg/m?) mladistvych nebo
dospélych;

e absence diabetické ketoaciddzy v osobni anamnéze;

e zachovald inzulinova sekrece (hodnocena pomoci hladiny laéného C-peptidu);

nebo

e perzistentni mirnd hyperglykémie s nizkym vzestupem glykémie pfi ordlnim
glukézovém toleranénim testu (oGTT) [pouze u GCK-MODY].

3.2 Charakteristika sledované kohorty pacientli s monogennim diabetem

Studovana kohorta se skladala z 28 ¢eskych MODY pacient(l s molekularné geneticky verifikovanou
mutaci v HNF4A (n =5), HNF1A (n = 13) nebo GCK genu (n = 10). Z toho bylo 10 muz( a 18 Zen.

Od vsech pacientl byla ziskana podrobna anamnestickd data (Tab. 3). Ke zjistovanym
klinickym udajlm patfil:

o vék v dobé manifestace, resp. diagnostiky diabetes mellitus;
e délka trvani cukrovky;

e aktudlni télesnd hmotnost a vyska;

e pfitomnost diabetické ketoaciddzy v osobni anamnéze;

e minuld a soucasna lécba diabetu.

51



Tab. 3 Charakteristika pacienti zarazenych do studie

Charakteristiky

Pohlavi

Muz 10

Zena 18

Typ diabetes mellitus

- HNF4AA-MODY 5

- HNF1A-MODY 13

- GCK-MODY 10

Vék v dobé vzniku diabetes mellitus [roky] 21.4+11.3
- HNF4AA-MODY 20.6+9.4
- HNF1A-MODY 21.1+12

- GCK-MODY 2224112
Trvani diabetu [roky]* 142 +11.7
BMI [kg*m?] 245443
HbA1c [mmol*mol™ (%)] 63.3+19.3
- HNF4A-MODY 69+19.3

- HNF1A-MODY 72.1+18.8
- GCK-MODY 47.6£4.6
Laény C-peptid [pmol*I™] 343.7 +189.1
Episody ketoacidézy [pocet pacientd] 1

Typ lécby

- Dieta 9

- PAD 10

- Inzulin (IIT) 7

- PAD + inzulin 2 **

MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor 1a; HNF4A — hepatalni
nuklearni faktor 4a; GCK — glukokindza; BMI — body mass index; HbAlc — glykovany hemoglobin; IIT —
intenzifikovany inzulinovy rezim, PAD — peroralni antidiabetika; SUR - derivaty sulfonylurey

* Délka trvani diabetu je vyjadiena jako pocet let uplynulych mezi dobou manifestace a stanovenim
autoprotilatek. * * Kombinace SUR + NPH inzulin (stfedné dlouze pUsobici humanni inzulin) nebo metformin +
IT.

3.3 Vysetfeni ostrtivkovych autoprotilatek

Hladina GADA a IA2A v primarnim séru (bez CaCl, nebo trombinu) byla detekovana enzymovou
imunoassay (Medipan GmbH, Dahlewitz, Germany), kalibrovanaou na referenéni material NIBSC
97/550. Analyticka senzitivita byla 0.8 IU*ml™ pro GADA a 0.5 IU*ml™ pro IA-2A. Nejzazsi hodnota
klinické vyznamnosti byla uréena na hladiné 5 lU*mI™ pro GADA a 10 IU*ml™ pro IA-2A.
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Senzitivita a specificita pouZité imunoassaye byla potvrzena na dvou kohortach kontrol za
pouziti analytické ROC (Receiver Operating Chracteristic) kfivky, kalkulované v programu JLABROC4 v.
1.0.1. Ktomu byly pouzity ¢iselné hodnoty GADA a IA-2A hladin MODY pacientl a obou kontrolnich
skupin. Negativni kontrola se skladala z ¢eskych nediabetik(i a pozitivni kontrola z ¢eskych pacient(
s klinicky definovanym diabetes mellitus 1. typu nebo LADA, s lacnym imunoreaktivnim C-peptidem
pod 300 pmol*I™.

Ostravkové autoprotilatky byly stanoveny minimalné dvakrat. Retrospektivné byla analyzovana
také minuld laboratorni vysetreni ostriivkovych autoprotilatek nachazejici se v Iékarské dokumentaci
jednotlivych pacientd (pokud byla provedena na stejném pracovisti podle vyse uvedeného postupu).
Pokud nebylo mozné zajistit kontinuitu opakovaného stanoveni ostrivkovych autoprotilatek, byli
pacienti z dlouhodobého sledovani vyfazeni.

3.4 Vysetfované klinické a laboratorni parametry

V dobé méreni ostrlvkovych autoprotildtek byly stanoveny nasledujici klinické a laboratorni
parametry:

e body mass index (BMI);

e glykovany hemoglobin (HbAlc);
e hladina C-peptidu nalacno a

e HLA genotyp.

BMI (kg*m?) byl kalkulovdn zvysky a aktudlni télesné vahy zjisténé vdobé méfeni
autoprotilatek [normalni rozmezi 18.5-25 kg*m®]. HbAlc byl stanoven pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie na bazi referen¢ni metody IFCC (International Federation of the Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine) a vyjadien v jednotkdch mmol*mol™ [normélni rozmezi 20-42
mmol*mol™]. Laény sérovy C-peptid byl stanoven chemiluminiscentni imunoassay (Immulite 2000;
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) v pmol*I* [normalni rozmezi 268-1274
pmol*I™, cut-off 33 pmol*I™].

BMI, HbA1c, lacny C-peptid a specifické autoprotilatky byli v celé skupiné MODY pacientu
sledovany a analyzovany v prlibéhu let 2004-2013. Méreni autoprotilatek bylo provddéno nahodné
dle klinickych kontrol pacientd.

HLA-DRB1 a HLA-DQB1 genotyp [vysoce rizikovy pro diabetes mellitus 1. typu (Thompson G.
et al., 2007)] byl stanoven pomoci PCR (polymerdzové fetézové reakce) se sekvencné specifickymi
primery [Olerup SSP AB, Stockohlm, Sweden].

3.5 Statistické zpracovani

Pokud neni uvedeno jinak, data jsou vyjadiena jako priméry + smérodatna odchylka (SO). Provedené
testy zahrnuji dvouvzorkovy t-test a jednosmérnou analyzu rozptylu (ANOVA) s Tureckymi post-testy.
Analyza byla provedena v PAST verzi 2.14.
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Ve statistické analyze GADA a IA-2A jsou zahrnuty hodnoty AUC (area under the curve) + SO
vychazejici z analyzy ROC (Receiver Operating Characteristic) kfivky a p hodnoty Fisherova exaktniho
testu (Tab. 4). ROC analyza vyuZiva syrova cCiselna data (souvislou ratingovou stupnici). Fisherdv test
vyuzivd sloucena binarni data. K rozliSeni mezi negativnimi a pozitivnimi hodnotami byla urcena
arbitrarni cut-off hodnota 5.0 IU*ml™ v pfipadé GADA a 10.0 IU*ml™ v pfipadé IA-2A. Zdrojové data
jsou uvedena v tabulce 5 a 6. ROC analyza byla provedena v JLABROC4 v. 1.0.1; Fisherovi exaktni
testy byly provedeny v programu PAST v. 2.14.

Tab. 4 Statistickd analyza GADA a IA2A

Zahrnuty jsou: AUC (area under the curve — plocha pod kfivkou) hodnoty + S.0. (smérodatna
odchylka) vychazejici z analyzy kfivky ROC (receiver operating characteristic), a p hodnoty Fisherova
exaktniho testu.

Skupina 1 (pozitivni) nl Skupina 2 (negativni) n2 AUCS.0. p hodnota
GADA

MODY 28 Ne-diabetici 89 0.505+0.095 0.002
DM1T nebo LADA 91 Ne-diabetici 89 0.704 £0.048 <0.001
DM1T nebo LADA 28 MODY 91 0.672 +£0.205 0.029
IA2A

MODY 28 Ne-diabetici 88 0.667 +0.083 >0.05
DMI1T nebo LADA 91 Ne-diabetici 88 0.622+0.061 <0.001
DM1T nebo LADA 28 MODY 91 0.508 +0.061 0.004
GADA a IA2A

MODY 28 Ne-diabetici 88 N/A > 0.05
DM1T nebo LADA 91 Ne-diabetici 88 N/A <0.001
DMI1T nebo LADA 28 MODY 91 N/A > 0.05
GADA nebo IA2A

MODY 28 Ne-diabetici 89 N/A 0.003
DMI1T nebo LADA 91 Ne-diabetici 89 N/A <0.001
DMA1T nebo LADA 28 MODY 91 N/A 0.001

MODY — maturity onset diabetes of the young; GADA — autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové;
IA2A — autoprotilatky proti tyrozin fosfatdze; DITM — diabetes mellitus 1. typu, LADA — latent autoimmune
diabetes in the adults
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Tab. 5 Validace sensitivity a specificity detekce GADA a IA2A na kohorté ceskych ne-diabetikd a
kohorté ceskych pacientll s diabetes mellitus 1. typu nebo LADA, s imunoreaktivnim C-peptidem

(IRCP) pod 300 pmol*I-1.

DMI1T nebo LADA Ne-diabetici
GADA
Primér 75.3 3.8
S.0. 102.6 26.4
Min 0.0 0.0
Max 250.0 250.0
n 91 89
n nad cut off (%) 46 (51 %) 3(3%)
1A2A
Primér 30.5 0.8
S.0. 89.8 2.4
Min 0.0 0.0
Max 400.0 20.6
N 91 88
n nad cut off (%) 26 (29 %) 1(1%)
GADA a IA2A
n 91 88
n over cut off (%) 17 (19 %) 0(0%)
GADA nebo IA2A
n 91 88
n nad cut off (%) 55 (60 %) 4(5%)

GADA — autoprotilatky proti dekarboxyldze kyseliny glutamové; 1A2A — autoprotilatky proti tyrozin fosfataze;
DMI1T - diabetes mellitus 1. typu, LADA — latent autoimmune diabetes in the adults; S.0. — smérodatna

odchylka; n — pocet
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4. VYSLEDKY

Na nasi klinice jsme se setkali s pacientkou s dlouhodobou anamnézou diabetes mellitus 1. typu a
signifikantni pozitivitou GADA (250 1U/ml; IA-2A negativni), kterd byla opakované hospitalizovana pro
diabetickou ketoaciddzu pfi neadekvatni substituci inzulinem. U této pacientky jsme prekvapivé —
vzhledem ke zifetelné rodinné anamnéze dvougeneracniho vyskytu diabetu a nezvykle pomalé ztraté
sekrec¢ni funkce B-bunék (trvajici déle nez 20 let) — molekularné geneticky prokazali missence mutaci
(Ala158Val, c.473C>T) v HNF4A genu a monogenni diabetes HNF4A-MODY. Nasledné patrani po
pfitomnosti autoprotilatek mezi dalSimi nasimi MODY pacienty, objevilo i dalsi pfipady v jednotlivych
rodinach.

4.1 Pripad HNF1A-MODY rodiny s ostriivkovymi autoprotilatkami

Jako prvni jsme popsali rodinou manifestaci ostriivkovych autoprotildtek v rodiné neobéznich HNF1A-
MODY pacientl (Urbanova J. et al.,, 2013). Jednalo se o tfi pacienty ve véku od 14 do 35 let
s prokdzanou mutaci v HNFIA genu (p. Argl59GIn), ktefi exprimovali GADA nebo IA-2A pfi
nepfitomnosti dalSich znakl diabetes mellitus 1. typu (Graf 1). Hodnoty autoprotildtek vsak byly
vysoce variabilni. Prilbéh onemocnéni byl podobny jako u HNFIA-MODY pacientl bez autoprotilatek,
ackoliv bylo na inzulinoterapii dosazeno lepsi kompenzace. Na tomto pripadu jsme zaroven jako prvni
popsali vzdcnou pritomnost IA2A u jedince s MODY.

U probanda (*1978) byl diagnostikovan diabetes na zakladé nahodné detekce glykosurie ve
14 letech. Pro zdanlivy diabetes mellitus 1. typu byla lé¢ena inzulinem. Inzulinoterapie byla
pacientkou spontanné vysazena v 19 letech, avsak bez ndsledného rozvoje diabetické ketoacidézy. O
nékolik let pozdéji bylo pro klinicky zjevnou pomalou progresi onemocnéni a laboratorné
verifikovanou perzistentni inzulinovou sekreci provedeno genetické vysetfeni potvrzujici HNF1A-
MODY. Pacientka byla pfevedena na peroralni |écbu glibenklamidem a pozdéji nahrazena gliklazidem.
Zfejmé vlivem Spatné compliance (svévolné vysazovani medikace) nebyla Iécba diabetu uspokojiva
(vyjddfeno vysokou lacnou glykémii a hodnotou HbAlc) [Graf 2]. Tato pacientka jiz trpéla
neproliferativni diabetickou retinopatii.

U matky probanda (*1950) byl diabetes diagnostikovany v 15 letech, a vidy byl lécen
inzulinem. Stejné jako u jeji dcery nemoc progredovala pomalu (bez poklesu laéného C-peptidu). Po
diagnostice HNF1A-MODY byla I1é¢ba zménéna na glibenklamid, avsak uspokojivé kompenzace bylo
dosazeno az po pridani inzulinu k derivatim sulfonylurey (Graf 2).

U babicky probanda [matka matky probanda] (*1923) se pfiznaky diabetu objevily okolo 30.
roku Zivota. Byla lécena inzulinem od svych 45 let. Zemrela v 74 letech nasledkem recidivujicich
mozkovych ptihod.

U bratra probanda (*1976) byl diabetes diagnostikovan v 35 letech. V dobé diagndzy byla

pfitomna kombinovana dyslipidémie a nadvaha. Pacient byl uspokojivé |é¢en po zavedeni reZimovych
opatteni a |éCby glibenklamidem (Graf 2).
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Vsichni tfi pacienti exprimovali GADA nebo IA2A, jejichz hodnoty byly vysoce variabilni (Graf
1). Proband mél 14 let od vzniku diabetu pozitivni obé testované ostrlivkové autoprotilatky. Pfi
opétovném méreni o Ctyfi roky pozdéji (18 let od vzniku diabetu) jiz klesly pod hranici pozitivity, byly
vSak stale nad limitem pro analytickou senzitivitu. Bratr probanda mél v dobé vzniku diabetu pozitivni
GADA; IA-2A byly detekovatelné, ale pod hranici pozitivity. Matka probanda méla detekovatelné
hodnoty obou testovanych autoprotilatek, ale ani jedna z nich nepresahla hranici pozitivity (zfejmé
na vrub dlouhé dobé, jez od vysetifeni ubéhla, tj. 45 let od vzniku diabetu).

Graf 1 Hodnota specifickych ostriivkovych autoprotildatek GADA (anti-GAD) a IA2A (anti-IA-2) u
probanda a jejich pfibuznych.
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Graf 2 Biochemické parametry probanda (A-E), jeji matky (F-J) a bratra (K-O)

Parametry probanda a jeji matky byly méfeny v letech 2007-2011, parametry probandova bratra byly
méreny v dobé diagnostiky diabetu (07/2011) a v pradbéhu dvoumésiéniho kontrolniho obdobi. (A, F,
K) laény C-peptid [pmol*I-1] (normdlni rozmezi 290-2,300 pmol*I-1). (B, L, G) HbAlc (glykovany
hemoglobin) [mmol*mol-1 podle IFCC] (normalni rozmezi < 42 mmol*mol-1). (C, H, M) glykémie
nalaéno [mmol*I-1] (normalni rozmezi 3.6 — 6.1 mmol*I-1). (D, I, N) télesnd hmotnost [kg]. (E, J, O)
sérovy cholesterol [mmol*I|-1] (normalni rozmezi 3.6 — 5.2 mmol*I-1).
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4.2 Diskriminace MODY a diabetes mellitus 1. typu na zakladé stanoveni ostriivkovych
autoprotilatek

S ohledem na tento novy familidrni fenotyp, jsme testovali SirS$i kohortu ¢eskych MODY pacient(
(HNF4A-MODY n = 3, HNFIA-MODY n = 12, GCK-MODY n = 13), jez byli v minulosti doporuceni ke
genetickému vysetreni. Pozitivni titr GADA nebo IA-2A méli dva ze tfi HNF4A-MODY pacient(, Ctyfi
z 12 HNF1A-MODY a jeden ze 13 GCK-MODY (Tab. 6).
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Tab. 6 Prevalence GADA a IA2A u ceskych MODY pacient

HNF4A-MODY GCK-MODY HNF1A-MODY
GADA
Medidn 107.3 0.0 1.8
IQR N/D 0.0 10.8
Primér 119.7 0.6 8.9
Min 1.9 0.0 0.0
Max 250.0 6.4 74.0
n 3 13 12
n nad cut off (%) 2 1(8 %) 4 (25 %)
1A2A
Medidn 1.6 0.0 1.3
IQR N/D 1.2 3.0
Primér 1.2 1.0 33
Min 0.0 0.0 0.0
Max 2.02 6.8 26.4
n 3 13 12
n nad cut off 0 0 (0 %) 1(8 %)
GADA a IA2A
n 3 13 12
n nad cut off 0 0(0%) 1(8 %)
GADA nebo IA2A
n 3 13 12
n nad cut off 2 1(8 %) 4 (25 %)

MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor 1a; HNF4A — hepatalni
nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza; GADA — autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové; IA2A —
autoprotildtky proti tyrozin fosfataze; |IQR (interquartile range) — interkvartilové rozpéti; n —pocet; N/D — Zadnd
data

ROC analyza ziskanych dat odhalila, Ze pozitivita ostrivkovych autoprotilatek neumoznuje
rozlisit mezi MODY a diabetes mellitus 1. typu (v€etné LADA), navzdory skutecnosti, Zze prevalence
pacientl s pozitivnimi autoprotildtkami byla vyznamné vyssi ve skupiné diabetikd 1. typu nez ve
skupiné MODY (Tab. 4). Tento pfipad tedy zpochybnil selektivitu ostriivkovych autoprotildtek jako
markeru diabetes mellitus 1. typu nebo LADA v porovndni s MODY, stejné tak ve smyslu jejich pouZiti
jako vylucovaciho kritéria ke genetickému vysetfeni na MODY.
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V podrobnéjsSim zkoumani jsme se opakovanym mérenim zamérili k vySetfeni kinetiky
ostrlivkovych autoprotilatek. Jejich pfitomnost jsme se pokusili analyzovat v kontextu se sledovanymi
klinickymi a laboratornimi parametry za ucelem odhaleni jejich dosud nepoznaného vyznamu.

4.3 Incidence ostrtivkovych autoprotilatek u MODY pacienti

Ze vsech provedenych méreni vletech 2004-2013 mélo alespori jednou pozitivni ostrivkové
autoprotilatky celkem sedm pacientii z 28 (7/28; 25%) [Tab. 7].

Tab. 7 Incidence ostriivkovych autoprotilatek, lacny C-peptid a HbAlc, HLA genotyp v Ceské kohorté
MODY pacientt, stanovené v dobé méreni autoprotildtek
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HNF4A-MODY
1 A 1950 7 R134W, CM030468, 1977 27 SUR + Ins’ 1073 O 275 86 Ne
g8.CGG>TGG
2 A 1977 17 R134W, CM030468, 1986 9 Ins 1.8 2 2507 71 Ne
g8.CGG>TGG
3 B 1961 7 A158V, nova, GCG>GTG 1986 25 Ins 250 1 <33 93 Ne
1980 M L245AMB, nova, 2012 32* Dieta 0 1.1 592 42 Ne
2002 M L245AMB, nova, 2012 10* Dieta 0 1.5 N/D 53 Ne
CGTGCTG245CTCcTAGGCAAT
HNF1A-MODY
6 D 1982 M R200G, CM030525, 2000 18 SUR 1.2 2.3 351 52 Ne
g8.CGG>GGG
7 D 1985 7 R200G, CM030525, 1999 14 SUR 74 0 187 109 Ne
g8.CGG>GGG
8 E 1996 7 T260M, CM971457, 2008 12 Ins->SUR 1.50 1.6 622 55 Ne
ACG->ATG
9 F 1979 7 R159Q, CM971450, 1993 14 SUR 7.3 26.4 391 84 Ano
CGG->CAG
10 F 1950 7 R159Q, CM971450, 1966 16 Ins 1.76 1.2 247 79 Ne
CGG—->CAG
11 F 1976 M R159Q, CM971450, 2011 35 SUR 10.8 2.5 314 98 Ne
CGG->CAG
12 G 1938 M P291S, nov4, c.CCA->TCA 1996 58 SUR+MTF-> 14.6 1.8 493 73 Ne
MTF+Ins
13 H 1984 M R272H, CM971459, 2007 23 SUR 0 2.4 730 52 Ano
CGC->CAC
14 H 1963 M R272H, CM971459, 1980 17 Ins 0 3 111 68 Ne
CGC->CAC
15 | 1973 7 N62fsdelT, nova, 1992 19 Dieta 0 0 204 75 Ne
AGCTG61CCCAAtGGGCTGGG
16 J 1965 7 P379fsdelCT, CD962165, 1981 16 SUR 0 1 210 56 Ne
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CCCCTC378CCCCctGT

17 K 1977 7 A98V,CM971442, GCC>GTC 1992 15  Dieta 0 36 181 46 Ne

18 K 1980 7  A98V,CM971442, GCC>GTC 1997 17  Ins=>SUR 21 4 374 90 Ne

GCK-MODY

19 L 1989 7  L314P, CM082780, 2007 18 Dieta 0 39 310 51 Ne
¢.CTG->CCG

20 M 1955 M  V244fsdelG, nova, 2002 47 Dieta+tMTF 63 12 655 56  Ne
ATGTG243GAGCTgGTGGAG

21 M 1984 M V244fs, nova, 2007 23 Dieta+REP 0 36 493 45 Ne
ATGTG243GAGCTgGTGGAG

22 N 1958 7  (C252Y,CM021266, TGC>TAC 1988 30 Ins 0 0 566 51 Ne

23 O 1982 7  G318R,CM030447, 2005 23  Dieta 0 0 N/D 43  Ano
GGG->AGG

24 P 1975 7  IVS1-3A>G, novd 1995 20 Ins 0 0 175 43  Ne

25 P 1970 7  IVS1ds+3A>G, nova 1989 19 Ins 0 0 200 49  Ne

26 Q 1973 7  E40K,CM030440, 2002 29 Dieta 0 0 N/D 41  Ne
g.GAG>AAG

27 Q 2002 7  E40K,CM030440, 2010 8  Dieta 0 0 N/D N/D Ne
g.GAG>AAG

28 Q 2005 M  E40K,CMO030440, 2010 5  Dieta 14 0 224 49 Ne
8.GAG->AAG

HGMD — human gene mutation database; GADA — autoprotildtky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové; 1A2A
— autoprotilatky proti tyrozin fosfataze; HbAlc — glykovany hemoglobin; MODY — maturity onset diabetes of the
young; HNF1A — hepatélni nukledrni faktor 1a; HNF4A — hepatalni nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza; Z —
Zena; M — muz; SUR - derivaty sulfonylurey; MTF — metformin; REP — repaglinid; Ins — inzulin — intenzifikovany
inzulinovy rezim; Ins' — bazéIni analog / NPH (stfedné dlouze pUsobici humanni inzulin); NT (not treated) — bez
Ié¢by; > zména léCby z-na; N/D — Zadna data

* |GT (impaired glucose tolerance) — porucha glukézové tolerance
Tucné vyznaceny signifikantné pozitivni hodnoty ostrivkovych autoprotilatek

VSech sedm pacientll mélo pozitivni GADA, zatimco jeden vykazoval dvojitou pozitivitu pro
obé testované autoprotildatky, GADA i IA2A (Graf 3). Pfipady autoprotilatkové pozitivity byly nalezeny
u Ctyr ze 13 (31%) pacientli s HNF1A-MODY, u dvou z péti (40%) s HNF4A-MODY, ale pouze u
jediného pacienta z 10 s GCK-MODY (10%).
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Graf 3 Incidence autoprotildtek u pacient(i s HNFAA-MODY, HNF1A-MODY a GCK-MODY
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Double-negative — negativni pro obé ostrivkové autoprotilatky; IA-2 autoantibody-positive — pozitivni na IA2A;
GAD autoantibody-positive — pozitivni na GADA; double-positive — pozitivni pro obé obé ostrivkové
autoprotilatky; GADA — autoprotildtky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové; 1A2A — autoprotilatky proti
tyrozin fosfataze; MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor 1a; HNF4A
— hepatalni nukledrni faktor 4a; GCK — glukokinaza

Exprese ostrivkovych autoprotilatek nebyla vdzdna na Zddny konkrétni typ mutace (Tab. 8).

Ostravkové autoprotilatky se objevovaly u pacientd s rdznymi typy mutaci (coz koresponduje téz
s analyzou pfipadovych ¢lankl zminujicich se o sekreci ostrlivkovych autoprotilatek u MODY).

62



Tab. 8 Typy mutaci urcené u MODY pacient( s ostriivkovymi autoprotilatkami

Oznaceny jsou jednak mutace prvné asociované s MODY vtéto studii a jednak jiz znamé
z publikovanych ptipadd.

Typ MODY Mutace asociované s pfitomnosti Reference
autoprotilatek

Tato studie Drive publikované
HNF4A-MODY R134W Varianta v exonu 5 Aguilera E. et al., 2005
A158V (Ser165Gly) HNF4A
genu
HNF1A-MODY R200G p.G31D Maltoni G. et al., 2012
R159Q T196A Bowden S. A. et al.,
P291S 2008
GCK-MODY V244fs IVS7+2T>A Maltoni G. et al., 2012
L134P Calcaterra V. et al.,
2012
G279A Ortega-Rodriguez E. et
al., 2001

MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nukledrni faktor 1a; HNF4A — hepatalni
nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza

Zaznamenali jsme pouze jeden prfipad rodiny svice neZ jednim c¢lenem s pozitivnimi
autoprotilatkami (Pfiloha 1). Kauzalni p.Arg159 mutace v HNF1A genu, identifikovana u téchto tfech
rodinnych pfislusnik(i, je béZnou pfricinou HNF1A-MODY. Pfic¢innad souvislost mezi touto ¢i jinou
HNF1A, HNF4A ¢i GCK mutaci a produkci autoprotilatek viak neni znama.

4.4 Dynamika ostrtivkovych autoprotilatek

Hladina autoprotildtek se ménila s casem: Autoprotilatky po detekci bud’ perzistovaly po nékolik let
na pfiblizné stejné, nebo nizsi hodnoté [pfipad pacienta 3 a 9 (IA-2A)] nebo pozdéji zcela vymizeli
[pfipad pacientd 7, 9 (GADA) a 11 (IA-2A)] (Tab. 9). Zajimavé je, Ze u pacienta 1 se autoprotilatky
objevily az 34 let po vzniku diabetu. Priimérny cas, ktery ubéhl od diagnostiky diabetu k detekci
ostravkovych autoprotilatek, byl 16.3 + 10.1 let.
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Tab. 9 Kinetika exprese ostrivkovych autoprotildtek,
s pozitivnimi autoprotildtkami

vybrané charakteristiky a lécba u pacienti
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HNF4A-MODY (n=2)

1 2009 O 293 Glib. 10mg + NPH 2011 107.3 275 86 Glib. 10mg + NPH
(61U)

3 2010 250 < IIT=1A (34 1U) 2011 < 93 MDI (34 1U)

33 33

HNF1A-MODY (n=4)

7 2004 74 187 IIT=HI (76 1U) 2011 427 68 Glib. 7.5mg od r.
2004

9 2007 7.3 391 2011 506 67 Glicl. 90mg

11 2011 10.8 314 2012 566 61 Glib. 7.5mg

12 2008 O 368 Glicl. 90mg + MTF 2011 493 73 MDI - 1A (80 IU) +

3000mg (od r. MTF 2000mg (od r.

2011)

GCK-MODY (n=1)

20 2008 6.3 655 2013 N/D 58 MTF 2000mg

GADA - autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové; IA2A — autoprotilatky proti tyrozin fosfataze;
HbAlc — glykovany hemoglobin; MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni
faktor 1a; HNF4A — hepatalni nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza; Glib. — glibenklamid; Glicl. — gliklazid; MTF
— metformin; IIT — intenzifikovany inzulinovy reZim; IA — inzulinovd analoga; HI — humanni inzuliny; NPH —
stfedné dlouze pusobici lidsky inzulin; NT (not treated) — bez 1é¢by; > zména léCby z-na; N/D — Zadna data

4.5 Klinicka charakteristika pacientli s ostrivkovymi autoprotilatkami

A) Exprese ostriivkovych autoprotildtek neovlivnila fenotyp nemoci:

Vsichni pacienti s autoprotilatkami splnili typicka klinicka kritéria pro MODY:

HNF4A-MODY), perzistentni mirna hyperglykémie (u GCK-MODY);

neobézni habitus (BMI 24.7 + 4.4 kg*m?);
vicegeneracni rodinna anamnéza diabetu (alespon dvé generace);

podani inzulinu.

7adna epizoda ketoaciddzy v osobni anamnéze;
dlouhotrvajici, zachovala endogenni inzulinova sekrece (méfitelny lacny C-peptid);
citlivost na derivaty sulfonylurey (u HNF1A-MODY a HNF4A-MODY) a nezavislost na injekénim

pomalu progredujici hyperglykémie se vznikem diabetu v ¢asné dospélosti (u HNF1A-MODY a



Jedinou vyjimkou byl pacient 3, jehoZ fenotyp kombinoval HNF4AA-MODY a diabetes mellitus 1.
typu, po Uplné ztraté vlastni endogenni inzulinové sekrece za 24 let po manifestaci diabetu. Tento
jediny pacient prodélal nékolik epizod ketoaciddzy a byl plné inzulin-dependentni.

B) Diabetes se u pacientl s ostrivkovymi autoprotildtkami manifestoval v pozdéjsim véku:

Manifestace, resp. diagnostika diabetu byla u pacient( s autoprotilatkami pozdnéjsi v porovnani s
pacienty bez autoprotilatek (31.4 + 15.2 vs. 18.0 + 6.9 let véku) [Tab. 10]. Tento rozdil byl signifikantni
(jednosmérna ANOVA P < 0.00.1; d.f.;3) = 5; d.f.5) = 74; F = 5.07; Turecky post-test BMI: P > 0.05; q =
0.043; trvani diabetu P > 0.05, g = 0.656; vék v dobé manifestace diabetu P < 0.01; g = 5.158).

Tab. 10 Porovndni sledovanych parametrii u pacientl pozitivnich a negativnich na ostrivkové
autoprotildtky.

Charakteristiky S ostrtivkovymi Bez ostrivkovych autoprotilatek

autoprotilatkami (n=21)
(n=7)
Pohlavi
Muz 3 7
Zena 4 14
Typ diabetes mellitus
- HNF4A-MODY 2 3
- HNF1A-MODY 4 9
- GCK-MODY 1 9
Vék vdobé vzniku diabetes
mellitus [roky] 31+15 18 +7
- HNF4A-MODY 26+1 17 + 11
- HNF1A-MODY 30+ 18 17 +3
- GCK-MODY 47 19+8
Trvani diabetu [roky]* 16.1+10.2 13.6+12.1
BMI [kg*m?] 24.7+4.4 24.8+4.1
HbA1c [mmol*mol™] 84 +15 56 + 13
- HNF4A-MODY 90+4 55+12
- HNF1A-MODY 91+14 64+14
- GCK-MODY 56+0 47 £ 4
Laény C-peptid [pmol*I™] 356.7 + 184.8 349.4 +185.8
Episody ketoacidézy [pocet 1 0
pacientt]
Typ lécby
- Dieta 0 9
- PAD 4 6
- Inzulin (1IT) 1 6
- PAD + inzulin 2 ** 0




MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor 1a; HNF4A — hepatalni
nukleadrni faktor 4a; GCK — glukokindza; BMI — body mass index; HbAlc — glykovany hemoglobin; IIT -
intenzifikovany inzulinovy rezim, PAD — peroralni antidiabetika; SUR - derivaty sulfonylurey

* Délka trvani diabetu je vyjadiena jako pocet let uplynulych mezi dobou manifestace a stanovenim
autoprotilatek. * * Kombinace SUR + NPH inzulin (stfedné dlouze pUsobici humanni inzulin) nebo metformin +
IT.

C) Exprese ostruvkovych autoprotildtek se ménila s urovni glykemické kompenzace:

Na zakladé dosahované hodnoty HbAlc jsme posuzovali uroven glykemické kompenzace u
jednotlivych pacientl s autoprotilatkami a pacientl bez autoprotilatek. Skupina pacientl, ktera
produkovala ostrlivkové autoprotilatky, dosahovala signifikantné vyssich hodnot HbAlc v porovnani
se skupinou bez autoprotilatek (dvouvzorkovy t-test P < 0.001, n; =20, n, =7, t =-4.662) [Graf 5, Tab.
10]. HbAlc u HNF4A-MODY s autoprotilatkami dosahoval 90 + 4 mmol*mol™ vs. 55 + 12 mmol*mol™
u pacientl bez autoprotilatek. Podobny rozdil byl patrny ve skupiné HNFIA-MODY [91 + 14
mmol*mol™ pfi pfitomnosti autoprotiltek vs. pouze 64 + 14 mmol*mol™ v kohorté pacientl bez
autoprotilatek], a GCK-MODY [56 mmol*mol™ pii pfitomnosti autoprotildtek vs. pouhych 47 + 4
mmol*mol™ pti jejich absenci].

Graf 5 Hodnota HbA1c u HNF4A-MODY, HNF1A-MODY a GCK-MODY pacient( s autoprotildatkami a
bez autoprotildatek
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Typ diabetu

HbA1lc — glykovany hemoglobin; autoantibody-negative patients — pacienti s ostrlivkovymi autoprotilatkami;
autoantibody-positive patients — pacienti bez ostrivkovych autoprotilatek; HNF4A — hepatalni nuklearni faktor
4a; HNF1A — hepatalni nukledrni faktor 1a; GCK — glukokinaza; MODY — maturity onset diabetes of the young
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Exprese ostrivkovych autoprotildtek se ménila podle dosahované glykemické kompenzace.
S lepsici se kompenzaci diabetu (s klesajicim HbA1c) hladina autoprotilatek klesala [pacient 9 (1A-2A)]
nebo exprimované autoprotilatky kompletné zmizely [pacient 7, 9 (GADA) a 11 (IA-2A)] (Graf 6 a, b).

Graf 6 A, B Kinetika ostrivkovych autoprotildtek v souvislosti s HbAlc stanoveného v dobé jejich

méreni
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GADA — autoprotilatky proti dekarboxyldze kyseliny glutamové; 1A2A — autoprotilatky proti tyrozin fosfataze;
HbA1c — glykovany hemoglobin

D) Exprese autoprotildtek nebyla provdzena zhorsenim B8-bunécné funkce:
Mezi skupinami pacientl s pfitomnymi autoprotildtkami a pacientd sjejich absenci nebyly

zaznamendny zadné rozdily v B-bunécné funkci, vyjddiené hodnotou laéného C-peptidu
(dvouvzorkovy t-test P> 0.05, n; =14, n, =7, t = 0.666) [Graf 7; Graf 8 a, b; Tab. 10].
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Graf 7 Hodnota lacného C-peptidu u HNF4A-MODY, HNF1A-MODY a GCK-MODY pacientl
s autoprotildtkami a bez autoprotildtek
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Autoantibody-negative patients — pacienti s ostrivkovymi autoprotilatkami; autoantibody-positive patients —
pacienti bez ostrlivkovych autoprotilatek; HNF4A — hepatdlni nukledrni faktor 4a; HNF1A — hepatalni nuklearni
faktor 1a; GCK — glukokinaza; MODY — maturity onset diabetes of the young

Graf 8 A, B. Kinetika ostriivkovych autoprotildtek v souvislosti s lachym C-peptidem stanovenym
v dobé méreni protildtek.
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GADA - autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové 65, IA2A — protilatky proti proteinu tyrozin
fosfatdze 1A-2

E) HLA rizikovy genotyp byl vzdcny:
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HLA rizikovy genotyp byl v nasi skupiné pacientl pozorovan ztidka (3/28; 11%) [Tab. 11]. Navic pouze
jeden z pacient(l s rizikovym HLA genotypem (pacient 9 s HLA-DRB1*03,07, HLA-DQB1*02,0303)
patfil ke kohorté jedincl s ostrlvkovymi autoprotilatkami. Zajimavé je, Ze se jednalo o jediného
pacienta v nasem souboru, u kterého jsme spolu s GADA detekovali také vyznamny titr IA-2A.

Tab. 11 HLA genotyp u pacient( s ostriivkovymi autoprotilatkami a bez ostriivkovych autoprotilatek

Pacienti s ostriivkovymi autoprotilatkami Pacienti bez ostrlivkovych autoprotilatek
Cislo pacienta HLA genotyp Cislo pacienta HLA genotyp
(DRB1*, DQB1*) (DRB1*, DQB1*)
1 08,15 04,02 2 07,15 02,06
3 07,14 0303,0503 4 07,13 02,06
7 08,15 04,06 5 01,13 05,06
9 03,07 02,0303 6 03,07 04,02
11 07,15 0303,06 8 07,15 02,06
12 01,07 05,02 10 07 02,0303
20 04,08 0301,04 13 15,16 06,05
14 13,15 06
15 04,15 0301,06
16 07,12 02,0301
17 11,12 0301
18 11,15 0301,06
19 15 06
21 04,11 0301
22 01,13 05,06
23 03 02
24 07,14 02,05
25 15 02,05
26 08,11 04,03
27 08,13 04,06
28 11,14 0301,05

Tucné vyznaceny rizikové HLA genotypy
F) Pfitomnost ostriivkovych autoprotildtek nenaznacovala vétsi tendenci k inzulin-dependenci:

Terapie se liSila u kazdého pacienta v obou kohortach, bez ohledu na pritomnost ¢i absenci
autoprotilatek (Graf 9, Tab. 10). Exprese autoprotildtek nebyla provazenad nutnosti zahajeni
inzulinoterapie. Pouze u jedincl s autoprotilatkami a dlouhym trvanim diabetu byl inzulin k dosaZeni
lepsi kompenzace nezbytny.
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Graf 9 Terapie pouZitd u HNF4A-MODY, HNF1A-MODY a GCK-MODY pacientt s autoprotildtkami a
bez autoprotildtek
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HNF4A — hepatalni nukledrni faktor 4a; HNF1A — hepatalni nuklearni faktor la; GCK — glukokinaza;
autoantibody-negative patients — pacienti bez ostrlvkovych autoprotilatek; autoantibody-positive patients —
pacienti s ostrlvkovymi autoprotilatkami; MDI — intenzifikovany inzulinovy rezim; Neutral Protamine Hagedorn
— NPH inzulin (stfedné dloze pUsobici humanni inzulin); diet only — pouze na terapii diabetickou dietou

5. DISKUZE

Prokazali jsme vysokou prevalenci specifickych ostrlivkovych autoprotildtek mezi pacienty s tfremi
nejbéznéjsSimi subtypy MODY (HNF1IA-MODY, HNF4A-MODY i GCK-MODY). Predominantni
autoprotilatkou ze dvou rutiné testovanych v klinické praxi, byla GADA. Detekce ostrivkovych
autoprotilatek byla spojena s manifestaci diabetu v pozdéjsim véku a horsi kontrolou diabetu, aniz by
doslo k progresivnimu poklesu sekrecni schopnosti B-bunék a potrebé vyraznéjsi intenzifikace
stdvajici antidiabetické terapie. Hladina autoprotildtek navic dynamicky fluktuovala v case a
korespondovala s ménici se Urovni glykemické kompenzace.

Tento nalez je prekvapivy, jelikoZ monogenni typy diabetu jsou tradi¢né spojovany s absenci
specifickych ostravkovych autoprotilatek, a na tomto tvrzeni jsou téZ postavena diagnosticka kritéria
MODY a rozhodnuti o provedeni molekularné genetického vysetreni k verifikaci diagnézy. Negativita
ostrlivkovych autoprotilatek je povaZovana za dostatecné silny diagnosticky marker svédcici pro
MODY, pokud jsou autoprotilatky testovany v obdobi primomanifestace diabetu (McDonald T. J. et
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al,, 2011). U mnoha (zejména dospélych) pacientll ovSsem nebyva v dobé manifestace diabetu
ucinéna spravna diferencidlné diagnosticka rozvaha a vySetfeni na MODY se spravnou klasifikaci
cukrovky pfichdazi na fadu o mnoho let pozdéji. O vyskytu ostrivkové autoimunity, jakoZ i o kinetice
autoprotilatkové sekrece vsak u takovych pacientl s delSim trvanim diabetu Zadna data neexistuji.

Jistou predstavu nabizi pouze studie provedena mezi némeckymi a rakouskymi pacienty
s MODY, ktera reportuje o pozitivité ostrivkovych autoprotilatky v 17% ptipadd (Schober E. et al.,
2009).

Pfi takto odlisnych nalezech Ize v pfipadé autoprotilatkové incidence uvaZovat o geografické
variabilité; vysoka frekvence MODY pacientl s ostrivkovou autoimunitou ve stfedni Evropé (Schober
E. et al., 2009) a také nahodné pfipady odjinud (Aguilera E. et al., 2005; Bowden S. A. et al., 2008;
Calcaterra V. et al., 2012; Maltoni G. et al., 2012; Ortega-Rodriguez E. et al., 2001) pak ukazuji, Zze
existuje alespon jeden region svysokou incidenci autoprotilatek u pacientd s MODY (Némecko,
Rakousko, Ceska republika).

5.1. Diskuze vysledkli prace a kauzalnich souvislosti MODY s ostrivkovymi
autoprotilatkami

V nasi studii neméli pacienti s pozitivnimi ostrivkovymi autoprotildtkami jiné klinické ani laboratorni
charakteristiky asociované s autoimunitni formou diabetes mellitus 1. typu ¢i LADA. OvSem pfi
nastoleni zdsadni otazky tykajici se vlastni priciny autoprotilatkové sekrece u MODY, logicky prvné
zvazujeme hypotetickou koexistence pravé s diabetes mellitus 1. typu, véetné LADA. SoubéZznost
téchto dvou typl cukrovky je ostatné naznacena v nékolika jednotlivych pripadech [u jedince
s HNF4A-MODY (Aguilera E et al.,, 2005), GCK-MODY (Calcaterra V. e tal.,, 2012) i HNF1A-MODY
(Miura J et al., 1998; Bowden S. A. et al., 2008)].

Pfi Uvaze o moZné vzajemné koexistenci MODY s diabetem 1. typu anebo LADA jsme u
pacientl s autoprotilatkami posuzovali jak klinické, tak laboratorni charakteristiky autoimunitniho
diabetu, véetné analyzy spektra a titru sekretovanych autoprotilatek a pfitomnosti rizikového HLA
genotypu (dle svétové akceptovanych guidelines EASD/ADA pro diagnostiku diabetu a dat ze studii:
Laugesen E. et al., 2015; Palmer J. P. et al., 2005; Novota P. et al., 2004).

U drtivé vétsiny pacient( (tj. s jedinou vyjimkou — pacienta 3) jsme po celé sledované obdobi
nezaznamenali klinicky vyvoj sméfujici ke kone¢né manifestaci diabetes mellitus 1. typu s naprostou
inzulinodeficienci. U Zadného z pacientll s autoprotilatkami nedoslo béhem sledovaného obdobi k
dokumentovanému signifikantnimu a rapidnimu poklesu B-bunécné sekrecni funkce — vyjadieno
laboratorné stabilni hladinou lacného C-peptidu nebo téz klinicky rozvojem diabetické ketoaciddzy a
nutnosti iniciace inzulinoterapie.

Na mozZny soubéh s diabetes mellitus 1. typu by mohla poukazovat souc¢asna pfitomnost IA-
2A, jenZ je povaZovana za specifictéjsi ukazatel destrukce B-bunék korelujici s rapidni progresi do
diabetu (Savola K. et al., 1998) a predikujici zejména spolu s GADA rychlé B-bunécné selhani (Borg H.
et al., 2002). Zadné typické symptomy diabetu 1. typu nebyly u jediného pacienta s IA-2A (pacient 9)
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pritomny. Navzdory perzistentni hladiné 1A-2A byla u tohoto jedince dlouhodobé inzulinova sekrece a
moznost |écby bez inzulinu zachovana. HLA rizikovy genotyp, prokazatelny u jediného pacienta
s ostrlivkovymi autoprotilatkami, se nestal vyznamnym diskriminacnim ukazatelem, jenz by pomohl
vytipovat pacienty s rizikem rozvoje autoimunitniho diabetu.

Vyvoj LADA s pozvolnou progresi B-bunécné dysfunkce v nadchazejicich letech vsak
nemuiZeme u nékterych pacientll zcela vyloucit. Ve vétsiné pripadl jsme totiz detekovaly niZzsi titry
jediné autoprotilatky — a to GADA, které jsou pfiznacné pravé pro LADA (Laugesen E. et al., 2015;
Palmer J. P. et al., 2005; Novota P. et al., 2004) a jsou asociovany s pomalou progresi B-bunécné
dysfunkce (Borg H. et al., 2001; van Deutekom A. W. et al., 2008; Huang G. et al., 2016). Symptomy
typické pro LADA se tedy mohou projevit az v delSim ¢asovém horizontu, jenz pfesahuje sledované
obdobi této studie. Dlouhodoba klinicka observace je pro zodpovézeni této otazky nezbytna.

Z celého souboru MODY jedinci s pozitivnimi autoprotildtkami se pouze u jediného pacienta
[pacienta 3] na zdkladé klinického priibéhu a sledovanych laboratornich parametri domnivame, Ze by
se skutecné mohlo jednat o paraleini manifestaci LADA u HNF4A-MODY. Pfiznacny je vysoky
(prakticky nejvyssi nami naméreny) titr GADA, dokumentovany pozvolny pokles inzulinové sekrecni
kapacity B-bunék vedouci k Uplné inzulinodeficienci v pribéhu vice nez 20 let, rezultujici v opakované
epizody diabetické ketoacidézy a nutnost dramatické titrace ddvek inzulinu. Soucasné byla
zaznamenana rychld progrese mikrovaskuldrnich diabetickych komplikaci (diabetické onemocnéni
ledvin a diabetické retinopatie).

Takovy prlbéh onemocnéni odpovidd udajim ziskanych z prospektivnich studii, které
potvrzuji, Ze u pacientl pouze s GADA dojde k B-celularnimu selhani obvykle aZz po vice neZ péti
letech trvani diabetu, a Ze vyssi titr GADA je asociovan se zavaznéjSim B-bunécnym selhanim, jenz
koreluje s nizkou hodnotou lacného C-peptidu, vyskytem chronickych diabetickych komplikaci (jakou
je napf. retinopatie po 15 letech trvani diabetu) a disponuje vyssi prediktivni hodnotou budouci
inzulinodependence (Borg H. et al., 2001; Jensen R. A. et al., 2011). Na druhou stranu pacient s
druhym nejvys$sim namérenym titrem GADA (pacient 1) po uplynuti podobné dlouhé doby od
manifestace diabetu zatim k Uplnému vyhasnuti endogenni inzulinové sekrece nedospél. Byt
k dosazeni adekvatni kompenzace diabetu bylo nutné zahajit terapii bazalnim inzulinem.

JelikoZz tedy naprosta vétsina pacientd s MODY, u kterych byly v této studii detekovany
autoprotilatky, neméla fenotyp typicky pro diabetes mellitus 1. typu (s vyjimkou pacienta 3) a neméla
HLA rizikovy genotyp asociovany s diabetes mellitus 1. typu (svyjimkou pacienta 9 sobéma
pozitivnimi autoprotilatkami), domnivame se, Ze vtéchto pfipadech ostrivkové autoprotilatky
nenaznacuji probihajici autoimunitni intrainzuldrni zanét, resp. pocinajici diabetes mellitus 1. typu.

Naopak zjiSténd souvislost autoprotildtkové sekrece se zhorSenim glykemické kompenzace
miZe spiSe reflektovat probihajici destrukci pankreatickych B-bunék z jinych neZ autoimunitnich
pficin. Takovou B-bunécnou destrukci povaZujeme za pri¢inu ndmi pozorovaného autoimunitniho
procesu, nikoliv za jeji ndsledek. Z dlouhodobého hlediska tato destrukce nemusi byt kvantitativné
signifikantni, jelikoZ stabilni hladina C-peptidu detekovana v pribéhu studijniho obdobi, svédci pro
stdlou a zachovalou sekrecni rezervu B-bunék.
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K aktivaci imunitniho systému totiz mize dojit b€hem apoptdzy B-bunék. | kdyzZ je apoptdza
tradi¢né povaZovanad za proces, ktery imunitni odpovéd neindukuje, bylo prokazano, Ze apoptotické
bunky mohou a) na svém povrchu vystavit autoreaktivni antigeny; b) preferencné aktivovat
dendritické buriky schopné kontaktovat tkarnové specifické T-lymfocyty; a ¢) indukovat tvorbu
autoprotilatek (Trudeau, J. D. et al., 2000). Je tedy dost mozné, Ze za urcitych okolnosti dochazi
k rozvoji autoimunity i v pfipadé fyziologické apoptdzy. Spekuluje se, Ze se GAD65 a IA-2
autoantigeny mohou s imunitnim systémem (dohledem) stfetnout jako alternativné sestfizené formy
po apoptdze B-bunék v postnatalnim obdobi nebo po imunitné zprostfedkované destrukci ostrivki
cilené na jiné (povrchové nebo sekretované) autoantigeny (Wenzlau J. M. et al., 2007). Proto i
primarné neautoimunitni B-bunécnd apoptéza se milZe stat spoustécim mechanismem
pozorovaného autoimunitniho procesu.

Pokud muzZe dojit vlivem apoptotické smrti B-bunék (v obecném slova smyslu) k aktivaci
imunitniho systému napf. nékterymi intracelularnimi proteiny, pak pozorovana sekrece ostrivkovych
autoprotilatek muizZze mit ve skutecnosti nékolik spoustécich faktord. V pripadé MODY diabetu
predpokladame dvé takové cesty — jednak primdrni ,genetickou” a jednak sekunddrni
,metabolickou”. V prvé fadé nelze opomenout aktivaci apoptdzy vychdzejici primdrné z poskozeni 8-
buriky genetickym defektem, v druhé fadé postupny (a pozvolny) zdnik celkové 8-bunécné masy, jeni
prameni nejen z geneticky B-bunék, ale také z metabolické dysregulace spojené s rozvinutou
cukrovkou.

V patogenezi MODY se spolu s kvalitativni poruchou inzulinové sekrece uplatiuje také
defektni bunécény obrat, charakterizovatelny aktivaci apoptdzy, ale téz poklesem bunécné proliferace
(Frayling T. M. et al., 2001). Ktery z téchto mechanism( prevaZzuje, neni jasné. Avsak v soucasné dobé
je pfijimano, Ze MODY transkrip¢ni faktory [nejen HNF-1a a HNF-4a (Bulla G. A. et al., 2001), ale také
PDX-1 (Johnson J. D. et al., 2003) a NeuroD1 (Pennesi M. E. et al., 2003)] jsou duleZitymi supresory
apoptdzy B-bunék a tedy, Ze dominantnim faktorem vedouci k poklesu B-bunééné masy je u MODY
nardst apoptdzy B-bunék. Pfimé dlikazy nicméné chybéji. Na druhou stranu se v séru pacientd
s HNFIA-MODY podatilo prokédzat zvysenou hladinu PSP/reg proteinu, jenZ je ve zvysené mire
detekovatelny u pacientd s diabetes mellitus 1. typu, kde jednoznacné svédci pro poskozeni
pankreatu a apoptdzu B-bunék (Bonner C. et al., 2010).

Pfi pfedstavé o vlastnim mechanismu apoptézy u MODY lIze vychazet z bunéénych modeld.
Wobser et al. naptiklad zjistili, Ze prolongovand suprese funkce HNF-la aktivuje v inzulin-
secernujicich bunkach evolucné konzervovany program bunécné smrti jdouci ve stopdach
mitochondridini cesty apoptdzy, tedy uvolnéni mitochondridlniho cytochromu C aktivujiciho kaspazu-
9 (Wobser H. et al., 2002). Overexprese dominantné-negativniho-HNFla vedla také k poklesu
exprese Ustfedniho proteinu preZiti — anti-apoptotického Bcl-xL. Wobser et al. nasledné také
objasnili, Ze k senzitizaci INS-1 bunék k mitochondridlni apoptotické draze dochazi cestou snizeni PI-
3K/AKT1 kindzové (zachranné) signalizace (Wobser H. et al., 2006). Inaktivace AKT1 kinazi
(proteinkindzy B) se projevi nedostatecnou stimulaci exprese zminéného anti-apoptotického proteinu
BCL-xL a neschopnosti inaktivovat pro-apoptotické proteiny (kaspazu 9, BAD).

73


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trudeau%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10615942

Na postupném ubytku B-bunééné masy ma ziejmé nezanedbatelny podil i pokles proliferace,
napf. vlivem prokazaného narlstu exprese inhibitoru bunécéného cyklu — inhibitoru cyklin-
dependentni kinazy p27“™ (Wobser H. et al., 2002) ¢&i selhdni exprese IGF-1 genu (Yang Q. et al.,
2002), ktery je rozhodujici pro regulaci rlistu pankreatickych B-bunék. Nékteré zviteci i bunécné
modely HNF1A-MODY dokonce naznacuji, Ze pokles funkéni B-bunécné masy je primarnim
mechanismem defektni glukézou stimulované inzulinové sekrece (Wobser H. et al., 2002; Bonner C.
et al., 2010). Spise vsak k deterioraci B-bunécné funkce pfispiva, a to velmi ¢asné. Studie nositeld
HNF1A a HNF4A mutace v prediabetickém obdobi ukazuji, Ze se inzulinova sekrece snizuje, uz kdyz
plasmaticka glykémie presahne 8 mmol/l (Byrne M. et al., 1996; Byrne M. et al., 1995). CozZ zcela
realné naznacuje, Ze k B-bunécné dysfunkci pfispiva velmi brzy i redukce B-bunécné masy (Wobser H.
et al., 2002).

K destrukci B-bunék u MODY proto miZe dochazet vlivem: a) geneticky podminéné aktivace
apoptdzy a oslabené schopnosti B-bunék proliferovat; b) nedostatku funkénich B-bunék; c)
kvalitativniho defektu v inzulinové sekreci a postupné deteriorace glykemické kompenzace.

Hypoteticky vSak expresi ostriivkovych autoprotildtek mizZe zapricinit prakticky jakykoliv
destruktivni proces postihujici Langerhansovy ostriivky. Kdalsim (navazujicim) spoustécim
mechanismim apoptdzy B-bunék proto mlze patfit:

e toxicky metabolicky efekt hyperglykémie a dyslipidémie (Mandrup-Poulsen T., 2001;
Némcova-Furstova V. et al., 2011);

e prolongovand nadmérnd funkéni stimulace a ndmaha pankreatickych 8-bunék (Prentki M. et
al., 2006; Mandrup-Poulsen T., 2001);

e popf. téz infekéni agens [pankreatotropni virova infekce jak je pfedpokldddno u diabetes
mellitus 1. typu (Leslie, R. D. et al., 1999)].

Hyperglykémie m(Ze vyznamné pfrispivat k ubytku B-bunécné masy indukci apoptdzy v B-
bunkach mechanismem aktivace drahy receptoru smrti (tj. up-regulaci exprese Fas receptoru, jenz
mUiZe interagovat s konstitutivné exprimovanym Fas ligandem sousednich bunék) a aktivaci iniciacni
kaspazy 8 (Maedler K. et al., 2001). Lipotoxicita by mohla hrat v apoptotické smrti B-bunék klicovou
roli. U bunék sdominantné-negativni supresi HNF-la totiz byla prokdzana vysoka citlivost
k ceramidové toxicité (Wobser H. et al., 2002); a ceramid je klicovy mediator apoptdzy indukované
volnymi mastnymi kyselinami. Naopak v pfipadé glykemického stresu nebyla (pfekvapivé) takova
citlivost prokazana (Wobser H. et al., 2002). K poskozeni B-bunék u MODY rezultujici v apoptézu
mUiZe potencionalné prispivat i dalsi faktory stres endoplasmatického retikula (ER) [v INS-1 burikach
s dominantné negativni expresi Hnf-1a byla prokazana vyssi citlivost na stres ER a jim indukovanou
apoptozu (Kirkpatrick C. L. et al., 2011)]. HNF-1a je totiz potfebny pro transkripci Xbp1, genu kédujici
protein XBP1, jenz slouZi jako hlavni regulator odpovédi na stres ER. Ztrata funkce XBP1 je v pripadé
B-bunky jednoduse toxicka pro neschopnost normalni odpovédi na stres ER a navozuje bunécnou
smrt.

Uvedené mechanismy B-bunécné smrti se Ucastni patogeneze rlznych typl diabetes
mellitus. S inicidtory apoptdzy B-bunék jako je napf. hyperglykémie, lipotoxicita, stres ER a
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mitochondridlni dysfunkce, se setkdvame v patogenezi diabetes mellitus 2. typu (Pelikdnova T.,
2007). Je proto zajimavé, Ze podobné jako v nasi studii byly ostrivkové autoprotilatky prokazany v
31% pripad( dospélych diabetikll 2. typu (nové diagnostikovanych), pficemz také dominoval vyskyt
GADA [36%] (Brooks-Worrell B. M. et al., 2011). Hladina autoprotilatek také dynamicky fluktuovala, a
to dokonce vramci nékolika malo mésicl. Také u détskych diabetikl s ,fenotypové” typickym
diabetes mellitus 2. typu jsou ostrivkové autoprotilatky detekovatelné s vétsi prevalenci. Pfitomnost
alespon jedné autoprotilatky (GADA, IA-2A anebo IAA) je prokazatelnd u témér 30% déti s cukrovkou
2. typu (Umpaichitra V. et al., 2002; Reinehr T. et al., 2006). Opét analogicky jako v nasi studii s MODY
pacienty, byla v obou vékovych skupindch diabetikG 2. typu i prfes pfitomnost autoprotilatek
zachovana inzulinova sekrece (na zakladé méreni hladiny C-peptidu v séru), nicméné u dospélych
diabetik( byl zjistén rozdil v lacném C-peptidu po adjustaci na délku trvani diabetu.

Horsi glykemickou kompenzaci a potaZmo téZ casnéjsi ndstup diabetu u pacient( s ostrivkovymi
autoprotilatkami v této studii, by mohla alespori ¢dstecné objasnit genetickd vybava téchto jedincd,
resp. zdédeéné susceptibilni geny diabetes mellitus 2. typu (Molven A. & Njolstad P. R., 2011), jenZ
mohou ovlivnit fenotyp prislusné monogenni choroby. Pfitomnost diabetes mellitus 2. typu u druhého
rodice, resp. spolu-zdédéné susceptibilni geny k diabetes mellitus 2. typu (tzv. double gene dose) se
hyperglykémii a rozvojem komplikaci (Tack C. J. J. et al., 2000). Genetické varianty predisponujicich
k diabetes mellitus 2. typu plsobi prostfednictvim sniZzeni B-celularni funkce, spiSe nez zvysenim
inzulinové rezistence. Nelze tak vyloucit, Ze interaguji s B-bunécnou dysfunkci vychdazejici primarné
z HNF1A mutace a pfispivaji ke zvySené mife destrukce B-bunék a tim k dfivéjSimu nastupu diabetu
(Lango Allen H. et al, 2010).

Mladsi vek v dobé diagnostiky diabetu mohla modifikovat i pozice HNF1A mutace a pohlavi.
Zasahuje-li kauzalni mutace alespon dvé izoformy, doba manifestace cukrovky se zkracuje o 5,2 let;
Zeny jsou diagnostikovany o tfi roky drive (Lango Allen H. et al., 2010).

5.2. Vyznam studie a diskuze nad klinickymi vystupy

Nami provedend studie zpochybnuje selektivitu specifickych ostrlvkovych autoprotilatek jako
vyluéného markeru diabetes mellitus 1. typu nebo LADA ve srovnani s MODY. Jelikoz vySe titru u
téchto pacientl presahovala cut-off hranici pouZivanou v klinické praxi k diagnostice diabetes
mellitus 1. typu, miZe mit tento nalez dopad na béZnou diferencialné diagnostickou rozvahu.

Detekce ostrlivkovych autoprotilatek u pacientll s hyperglykémii a diabetes mellitus totiz
mUiZe lékare odradit od genetického testovani a vést ke stanoveni nespravné diagndzy. Mylné
pfifazeni diagndzy autoimunitniho diabetes mellitus 1. typu muiZe vyustit do zcela zbytec¢né iniciace
inzulinoterapie, jenZ pfinasi jak akutni zdravotni rizika (hypoglykémie), tak i znacny diskomfort a
nadmérnou chronickou zatéZ pacienta. Nerozpoznani MODY taktéZ odpadd mozZnost detekce této
choroby u dalSich rodinnych pfislusnik( probanda.

Polemika nad otazkou, zda neni nacase zménit diagnosticka kritéria MODY, vyvstava taktéz z
prace Prihové et al., jez prokazuje mozny vyskyt diabetické ketoacidézy u HNF1-MODY pacientd, byt

75



jeji anamnesticka pritomnost vyluCuje takto postizeného jedince z genetického testovani na MODY
(PrGihova S. et al., 2013).

6. ZAVER

Prokazali jsme vysokou prevalenci specifickych ostrivkovych autoprotilatek mezi ¢eskymi pacienty
s MODY. Nejcetnéji byly exprimovany GADA, ale téZ vysoce specifické IA-2A. S vyjimkou jediného
pfipadu jejich vyskyt nekoreloval s jinym faktorem asociovanym tradi¢né se vznikem diabetes
mellitus 1. typu, tj.s progresivnim ubytkem B-bunék, diabetickou ketoacidézou, absolutni
inzulinodependenci i pfitomnosti rizikového HLA genotypu.

Pfitomnost ostrlivkovych autoprotilatek byla u pacientd s monogennim diabetem spojena
s pozdéjSim nastupem diabetu a provazena horsi glykemickou kompenzaci. Jejich exprese vsak klesla
pfi jakémkoliv zlepSeni kontroly diabetu. | malé zvySeni davky stavajicich peroralnich antidiabetik
nebo tésnéjsi compliance s Ié¢bou vedli ke zlepSeni glykemické kompenzace, jenZz byla provazena
poklesem nebo Uplnym ukoncenim autoprotilatkové sekrece.

Predpokladame, Ze podkladem autoprotildtkové exprese neni autoimunitni inzulitida, ale
destrukce (tj. apoptdza) B-bunék zjinych neZ autoimunitnich pficin. Bunécna smrt muize byt
disledkem jak komplexni poruchy B-bunééné funkce vychazejici z genetického defektu, tak i rady
metabolickych atak(, spoustéjici v obou pripadech apoptoticku signalizac¢ni kaskadu, jakmile je
prekrocen prah pro Zivotaschopnost bunky. Ztrvale zachovalé endogenni inzulinové sekrece
usuzujeme, Ze tato destrukce nemusi byt v zdsadé kvantitativné vyznamnou.

Vyznam této studie spociva ve zpochybnéni platného dogma o absenci autoprotilatek u
MODY a v nabourani tradi¢nich diagnostickych a diferencialné diagnostickych kritérii pro diagnostiku
MODY a diskriminaci jinych typlG diabetes mellitus. Chybna interpretace ndlezu specifickych
ostravkovych autoprotildtek ma v pfipadé MODY pacient( zdrcujici nasledky v podobé zbytecné
doZivotni lIéCby injekcemi inzulinu a dramatické akcelerace diabetickych komplikaci v pfipadé, Ze tato
|éCba selhava v dosaZeni terapeutickych cild; a to nejen u postizenych jednotlivcli, ale i v celych
generacich diabetickych pribuznych.

7. SOUHRN

Tato prace pfinasi svédectvi o prevalentni a tranzientni sekreci specifickych ostrivkovych
autoprotilatek u Sirokého spektra ceskych MODY pacientd (véetné familiarniho vyskytu). Na zakladé
zjisténych dat navrhujeme hypotézu, Ze pritomnost ostrivkovych autoprotilatek u pacientli s MODY
mUze byt asociovana srozdily vrozvoji a progresi MODY diabetu, kdy kinetika jejich exprese
reflektuje probihajici neautoimunitni destrukci B-bunék rezultujici v klinicky vyznamné
zhorseni glykemické kompenzace, jez mlzZe provazet vyssi ndaroky na compliance a lécbu. Konkrétni
mechanismus sekrece ostrivkovych autoprotilatek u MODY vsak zlstava nejasny a mél by byt dale
detailnéji prozkouman.

Prace zaroven upozorfiuje na moznost chybné diferencidlni diagnostiky diabetu pfi mylné
interpretaci nalezu ostrivkovych autoprotilatek, se vSemi jejimi nasledky (tj. chybné vedeni l1éCby a
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stanoveni progndzy v rozsahu celé postizené rodiny) a upozorniuje na nutnost revize diagnostickych
kritérii MODY.

SUMMARY

This study reports on highly prevalent and transient islet cell autoantibody expression in a wide
spectrum of Czech patients with maturity-onset diabetes of the young (including familiar
appearance). Based on obtained data, we suggest hypothesis that presence of islet autoantibodies in
patients with MODY is associated with differences in diabetes onset and progression, and that
kinetics of autoantibodies expression reflects ongoing non-autoimmune B-cell destruction which
results in clinically significant deterioration of diabetes control with higher claims on patient’s
compliance and diabetes treatment. The specific mechanism of autoantibodies secretion, however,
remains unclear and should be further explored in detail.

This study also highlights possibility of erroneous interpretation of autoantibodies presence
in diabetes diagnosis, with all its consequences (wrong medication management and prognosis,
concerning all the family members), and highlights the need for revising the MODY diagnostic
criteria.
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10. PRILOHY
P¥iloha 1 Rodokmeny vysetienych MODY pacientt
Vyznaceny jsou symboly rodin (family A-Q), typ mutace (aminokyselinova zaména), Cisla pacientl

zafazenych do studie (1-28), vék v dobé vzniku diabetes mellitus (DM, roky) a jeho terapie (th),
autoprotiladtkova pozitivita (Ab") &i negativita (Ab).
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Family C, L245AMB

*1960, DM in 20 .——O *1950,

years, th: INS GADA +

Tf’ o
g W

2, Ab - O
Family D, R200G
ExR DM before 40 ,/ M in 54 years,
- th: OHA

years, th: OHA

o
. O

Family E, T260M

Family A, R134W

10, Ab -

Family F, R159Q
DM in 30 years, th: INS

12, Ab - —D

13, Ab + 11, Ab +
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Family G, P291S

DM in 35 years f%DM in 35 years

DM in 40 years

DMin75 DMin 20
years, th: years, th:
OHA INS

*1935, DM in 40 years, th: INS

DM in 50 years
th: OHA

15, Ab -
NT. DM in 12 vears

Family K, A98V

%4

*1953, DM in 28
years, th: OHA

na JN Sy

NT NT NT *2005 *2011*2003 *2005

Family L, L314P

DM in 39 years,
th: OHA

DM in 49 years)
th: OHA

Family I, N62fsdelT

DM in 20 years, th: OHA,
INS

18, Ab

Family J, P379fsdelCT

DM
th:1

DM in 54

del S

O 8K

Family M, V244fsdelG

7

DM in 40 years
th: OHA

[—

DM in 41
years, th:

Family N, C252Y

DM in 39 years,

th: OHA, INS
23,Ab + |

in 25 years,
NS

.

19, Ab -

.

DM in 70
years

—0

DM in 60 years, th:
OHA, INS

*1992, DM
in 18 years,
th: diet
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Family O, G318R

Family P, IVS1ds+3A>G

DM in 30 year}ﬁ
*1947, DM
in 57 years

DM in 30 years

27, Ab - ‘ 28, Ab -
R ExR ExR

Ex

Family Q, E40K

DM in 30 years .——O

29, Ab -

31, Ab - 30, Ab -

DM - diabetes mellitus th — terapie, INS — inzulin, OHA — peroralni antidiabetika, GADA — autoprotilatky proti
dekarboxylaze kyseliny glutamové, Ab" — pozitivni specifické ostriivkové autoprotildtky, Ab~ — negativni
specifické ostrivkové autoprotilatky
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Priloha 2 Hypotéza exprese autoprotildtek u diabetes mellitus

DMAT DM2T MODY

Neznamy inzult IR, defektni INZ sekrece mutace HNF4A/HNFIA
Inzulitida — aktivovane Ma, “I"FFA, Glu, Defektni genova exprese
T-Ly ‘T mechanicka zatéz, zanét

Cytokiny, NQ, FasL

Stres ER Mit dysfunkce, uvelnéni CytC a aktivace kaspazy 9 Alktivace kaspazy 3

J- antiapoptotickeho
proteinu Bcl-x|

Porucha specializovanych Maruseni bun&éneého obratu

bunétnych funkci

APOPTOZA NEKROZA
#‘--__-.
- -y
Uvolnéni buné&énych ’1’ "\\
i
komponent (Ag) _{ ‘ Jl
‘ s naslednou aktivaci ‘\\\ ’,
15 \.h‘“-‘--.——’ -

Postupny ubytek B-bunék

Metabolicka dekompenzace

DMA1T — diabetes mellitus 1. typu; DM2T — diabetes mellitus 2. typu; MODY — maturity inset diabetes of the
young; IR — inzulinova rezistence; INZ — inzulin; HNF4A — gen pro hepatalni nukledrni faktor HNF-4a; HNF1A —
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gen pro hepatalni nuklearni faktor HNF-1a, Ma — makrofagy; T-Ly — T-lymfocyty, NO — oxid dusiku, FasL — Fas
ligand, FFA — (fatty free acids) volné mastné kyseliny; Glu — glukdza; ER — endoplasmatické retikulum; Mit —
mitochondrialni; CytC — cytochrom C; IS — imunitni systém

Priloha 3, 4 Védecké c¢lanky, které jsou podkladem k disertaci
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