UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

3. LEKARSKA FAKULTA

Autoreferat disertacni prace

VYSKYT SPECIFICKYCH OSTRUVKOVYCH AUTOPROTILATEK
U PACIENTU S HNF1A-MODY a HNF4A-MODY

THE INCIDENCE OF SPECIFIC ISLET CELL AUTOANTIBODIES IN PATIENTS WITH HNF1A-MODY
AND HNF4A-MODY

MUDr. Jana Urbanova

2017

Skolitel: Prof. MUDr. Andél Michal, CSc.

1



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova v Praze a Akademie véd Ceské republiky

Obor, predseda oborové rady:
Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka, Prof. MUDr. Jaroslav Pokorny, DrSc.
Skolici pracovisté:

Univerzita Karlova, 3. |ékarska fakulta, Centrum pro vyzkum diabetu, metabolizmu a vyZivy a
. Interni klinika Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

Autor:

MUDr. Jana Urbanova
Skolitel:

Prof. MUDr. Michal Andél, CSc.

Oponenti:

S disertaci je moZno se seznamit na dékanatu 3. |ékafské fakulty Univerzity Karlovy



OBSAH

SOUHRN ...ttt ettt e et st et steses es et et asesesentes e s ase et essasaesaneaaeeeenensesaeasestenensasansens 4
SUIMIMARY ...ttt ettt et s e st e et et eaestesea e s ees s etesaesenseseesaseetesessassesareas sesensessesanesaesesssarseneseesnnsas 5
1. UVOD A TEORETICKE PODKLADY ........coovivrrirniriensesnissesssssssessssssssss s ssssssssssssssensssnsssanes 6
1.1. Monogenni diabetes MEIITUS .......c.ucueieririeie e r s aeraes 6
1.2.  Transkripéni faktory HNF-100 @ HNF-40l ......ccooviviiieeece ettt es s 6
1.3, HNFIA-MODY @ HNF4A-MODY ....cvreieeeiieerireeiecteseetssesestesessaesesssesesssses s assssesassassssensans 7
1.4.  Specifické ostrlivkové autoprotilatky u diabetes mellitus .........cccoeveveeevicincce e 7
2. CILPRACE A HYPOTEZA ...ttt sss s st sss s st st 7
2.1, Cil @ VyZNam VYZKUMNE PrACE ....cccecueeuereieiierierietiesest s e e eeesesaessestesaestesaesaesnesaessesssssssssnsens 8
2.2, HypOtéza VYZKUMNE PrACE ...c.coecieeeeeee ettt ettt et et e s steeteetesteste st st ste st saesnnnan 9
3. IMIETODIKA ...ttt sttt st et et sae st s e s et eae st ses s esesasesaesensesaessrsenesennnsans 9
4. VYSLEDKY .....oovuumiuurienniesesssasssessssessseesssessssesseestssss e s sss s sss s sss s sss s sss st sssssssnnsns 10
4.1.  Familiarni vyskyt ostrivkovych autoprotildtek u MODY .......cccoveeireevececreieeee e 10
4.2. Diskriminace mezi MODY a diabetes mellitus 1. typu ....ccccveveeeevene e e, 11
4.3.  Prevalence ostrivkovych autoprotilatek u pacientll s MODY .......ccceveevviveceiecesiennne, 12
5. DISKUZE ...ttt ettt et sttt ste st e s et s e sae st sesses s eaesaesessessesaneetesensessesasensesesennan 14
6. ZAVER ...ttt st ss s s s SRS Rt et st 15
7. POUZITA LITERATURA ..ottt ieteresestsess e sssess s sss st s ssssss s sss s sss s sss s ssssns s 16
8. SEZNAM PUBLIKACI ..ot es s sesses s ene s sss s e sas s esasssanssnsens s sa s 19



SOUHRN

MODY (Maturity-onset Diabetes of the Young) predstavuje skupinu autozomalné
dominantné dédénych chorob s pfesné vymezenym genetickym defektem, vedouci k poruse
inzulinové sekrece a pozdéji také vlastni inzulinové syntézy, pravdépodobné dané Ubytkem
celkové B-bunécéné masy na podkladé apoptdzy. Diabetes mellitus 1. typu je multifaktorialni,
polygenni onemocnéni, které vznika nasledkem autoimunitni destrukce beta-bunék, jejimz
mechanismem je apoptdza. Autoimunitni poskozeni beta-bunék signalizuji specifické
ostrivkové autoprotilatky, které se v klinické praxi vyuZivaji k diferencidlni diagnostice
diabetes mellitus 1. typu od jinych typl diabetu. Neddvno bylo postulovdno, Ze rutinni
testovani ostrivkovych autoprotilatek by mélo byt provadéno k odliSeni MODY od diabetes
mellitus 1. typu.

Nicméné u triclenné rodiny s HNF1A-MODY, podminénym p.Arg159GIn mutaci jsme
identifikovali  pfitomnost  ostrlvkovych autoprotildtek (véetné nejspecifi¢téjsich
autoprotilatek proti ostrdvkovému antigenu-2) pfiznacnych pro diabetes 1. typu a
zpochybnili selektivitu ostriivkovych autoprotilatek jako markeru odlisujici diabetes mellitus
1. typu nebo LADA (Late-onset Autoimmune Diabetes of Adulthood) od MODY, a jejich
vyuzivani jako univerzalniho kritéria vyfazujici pacienty se suspektnim MODY z genetického
testovani monogenniho diabetu. Nesprdvna interpretace ostrivkovych autoprotilatek mize
vést ke Spatné diagndze a nespravné lécbé diabetu. Identifikace pacientli s MODY umoziiuje
individualizovat |é¢ebnou strategii, zlepsit kvalitu Zivota nemocného, stejné tak jako moznost
predikovat toto onemocnéni u dalSich ¢lent rodiny.

Z tohoto dlvodu jsme zjistovali incidenci ostrivkovych autoprotilatek u Sirsi skupiny
Ceskych pacientl s MODY a analyzovali jejich funkéni relevanci ve smyslu nastupu diabetu a
glykemické kompenzace. Témér jedna Ctvrtina vysetfenych pacientd s MODY (7/28; 25%)
méla anti-GADgs nebo anti-IA-2 protilatky. Anti-GADgs protilatky byly prevalentnéjsi (7/7) nez
anti-lIA-2 protilatky (1/7). Jejich incidence nekorelovala s HLA (Human Leukocyte Antigen)
genotypem. Pacienti s ostrivkovymi autoprotilatkami vyvinuli diabetes pozdéji nez ti bez
autoprotilatek, ale méli horsi glykemickou kompenzaci (vyssi HbAlc). Exprese autoprotilatek
klesla pri jakémkoliv zlepSeni kompenzace diabetu.

Nami ziskana data naznacuji transientni, ale vysoce prevalentni expresi ostriivkovych
autoprotilatek u ceskych MODY pacientli. Autoprotilatky byly nalezeny u pacientl
s pozdéjsim vznikem diabetu a v dobé nedostatecné glykemické kompenzace. Jelikoz
zlepseni glykemické kompenzace bylo asociovana s poklesem hladiny autoprotilatek,
domnivame se, Ze jejich pfitomnost mUze reflektovat kinetiku B-bunécné destrukce
indukovanou jinymi nez autoimunitnimi faktory.



SUMMARY

MODY (Maturity-onset Diabetes of the Young) is a group of autosomal dominant disorders
with precisely defined genetic defect causing insulin secretion impairment and later also
endogenous insulin synthesis reduction due to gradual B-cell loss (apparently caused by
apoptosis). Type 1 diabetes mellitus is multifactorial, polygenic disorder caused by
autoimmune destruction of the beta-cells. Mechanism of this destruction is apoptosis.
Autoimmune damage of the beta cells reflects secretion of specific islet cell autoantibodies
which are used clinically to distinguish Type 1 diabetes mellitus or LADA (Latent
Autoimmune Diabetes in Adults) from other types of diabetes. Some authors suggest the use
of routine islet autoantibody testing before proceeding to more expensive molecular genetic
testing for MODY.

However, growing evidence suggests that autoantibodies are present in other types
of diabetes. We first described three family members with HNF1IA-MODY caused by the
p.Arg159GIn mutation that manifested atypical diabetes, combining typical characteristics of
HNF1A-MODY with presence of islet cell autoantibodies (including specific IA-2 protein
tyrosine phosphatase as very typical Type 1 diabetes mellitus feature). The results question
the selectivity of autoantibodies as a marker of Type 1 diabetes mellitus or LADA over MODY
and the use of the islet cell autoantibodies as a universal negative marker of MODY
excluding patients from genetic testing. Incorrect interpretation of the islet cell
autoantibodies could finally lead to the wrong diagnosis and impropriate insulin treatment.
Identification of MODY patients allows precise treatment strategy, brings better quality of
life to the patient as well as the possibility of disease prediction in other family members.

Thus we subsequently focus on the islet cell autoantibodies incidence in a broad
cohort of Czech MODY patients, and analyze their functional relevance in terms of diabetes
onset and control. Nearly one quarter of MODY patients examined (7/28; 25%) was positive
for anti-GADgs or anti-IA-2 antibodies. Anti-GADgs were more prevalent (7/7) than anti-1A-2
antibodies (1/7). Their incidence did not correlate with the HLA (Human Leukocyte Antigen)
status. The autoantibodies-positive patients developed diabetes later than autoantibodies-
negative ones, but had worse glycemic control (increased HbAlc). Expression of
autoantibodies decreased with any improvement of diabetes compensation.

The data suggest transient but highly prevalent autoantibodies expression in Czech
MODY patients. The autoantibodies were found in patients with rather delayed diabetes
onset, and in times of insufficient diabetes control. Since improving of glycemic control was
associated with decrease of autoantibodies levels, their presence may reflect the kinetics of
B-cell destruction induced by other than autoimmune causes.



1. UVOD A TEORETICKE PODKLADY

1.1. Monogenni diabetes mellitus

Monogenni diabetes prfedstavuje vzacnou a heterogenni skupinu dédi¢ného diabetu, ktery je
sekrece inzulinu B-burikami rezultujici v diabetes. Tento genovy defekt se dédi autozomalné
dominantnim zplsobem. Nejc¢astéjSim kauzalnim genem je GCK (gen kddujici enzym
glukokinazu) a HNF1A nebo (vzacnéji) HNF4A (kddujici transkripéni faktory hepatocytdrni
nuklearni faktory 1a a 4a) (Priihova S. et al., 2003).

Na zdkladé doby manifestace rozliSujeme tzv. neonatdini diabetes objevujici se u déti
do Sesti mésicl od narozeni, a MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young), manifestujici
se obvykle vdobé adolescence a casné dospélosti. MODY zahrnuje skupinu tzv.
glukokinazového diabetu (GCK-MODY) a diabetu transkripénich faktorl (pfedevsim HNF1A-
MODY a HNF4A-MODY). Jednotlivé subtypy se mezi sebou lisi patofyziologii, symptomy,
|écbou a progndzou. Do dnesni doby je zndmo jiz vice nez 13 kauzalnich genti MODY (Molven
A. & Njostad P. R., 2011).

1.2.  Transkripcni faktory HNF-1a a HNF-4a

Hepatocytarni nukledrni faktory (HNF) jsou skupinou fylogeneticky nepfibuznych
transkripénich faktor(, jejichz nazev byl odvozen od mista jejich dominantni exprese
v jatrech. Nachazi se vSak i v mnoha jinych tkanich, naptiklad v bunikdch gastrointestinalniho
traktu a ledvin ¢i B-bunkach pankreatu. HNF reguluji transkripci Sirokého spektra gen, jez
hraji dulezitou roli jednak pfi embryonalnim vyvoji organismu a bunécné diferenciaci, a
jednak pfi udrzeni metabolické homeostazi (Servitja J. M. & Ferrer J., 2004).

V jadie B-bunék tvofi HNF-4a a HNF-1a spolu s dalSimi transkripénimi faktory vysoce
specializovanou, hierarchizovanou transkripéni regulacéni sit, jenZ zajistuje tkanoveé
specifickou genovou expresi. Tato transkripéni sit je zcela zasadni pro utvareni B-bunék
béhem intrauterinniho Zivota, nasledné zodpovida za jejich spravné fungovani (Servitja J. M.
& Ferrer J., 2004), napf. spousténi inzulinové sekrece v reakci na glukézovy stimul (Wang H.
et al., 2000). Reguluji také rast a proliferaci B-bunék (Uchozono Y. et al., 2009).

Mutace v HNF4A a HNF1A genu vede k postupnému selhdni produkce inzulinu
pankreatickymi B-burfikami, jenz se posléze klinicky manifestuje poruchou glukoregulace
(Fajans S. S., et al., 2001). Podkladem glukoregulacni poruchy je jak kvalitativni sekrec¢ni
porucha (tj. dysfunkcni sekrece inzulinu v reakci na stoupajici glykémii), tak i kvantitativni
porucha (tj. redukce vlastni inzulinové syntézy dana ubytkem celkové B-bunécné masy).

1.3. HNF1A-MODY a HNF4A-MODY



HNF1A-MODY a HNF4A-MODY se klinicky projevuji progredujicim zhorSovanim glukozové
homeostdzy az v pribéhu détstvi a dospivani (napf. poruchou glukézové tolerance anebo
poruchou glykémie nala¢no). V obdobi ¢asné dospélosti (nejcastéji do 30 let véku) pak
klinicky manifestnim diabetem. Na rozdil od diabetes mellitus 1. typu s absolutnim deficitem
inzulinu se vSak soucasné nerozviji diabetickd ketoacidéza (Owen K. & Hattersley A. T., 2001).
Riziko diabetickych komplikaci (obzvlasté mikrovaskuldrnich) je v ptipadé Spatné glykemické
kompenzace velmi vysoké (Brunerova L. et al., 2006). Oba typy diabetu lze témér vidy
Uspésné lécit peroralnimi antidiabetiky ze skupiny derivatl sulfonylurey (Pearson E. R. et al.,
2000).

1.4. Specifické ostrtivkové autoprotilatky u diabetes mellitus

Ostrlivkové autoprotilatky jsou specifické imunoglobuliny namifené proti Siroké Skale
intracelularnich komponent pankreatické B-buriky. Jsou povaZzovany za marker autoimunitni
destrukce B-bunék, jez mohou predikovat vznik diabetes mellitus 1. typu (Bonifacio E. et al.,
1990) a proto jsou vyuzivany v klinické praxi k rozliSeni diabetes mellitus 1. typu, v¢etné
LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults), od jinych typl cukrovky (van Deutekom A. V.
et al.,, 2008). Nicméné, ostrlivkové autoprotilatky mohou byt zfidka detekovany i u jinych
typu diabetes mellitus, dokonce i ve zdravé populaci (Kawasaki E. et al., 1995; Leslie R. D. G.
et al., 1999; Pietropaolo M. et al., 2000; de Leiva A. et al., 2007).

Vyskyt ostrlivkovych autoprotilatek byl prekvapivé popsan téz u pacientd s MODY, a
to v nékolika kazuistikdch (Ortega-Rodriguez E. et al., 2001; Aguilera E. et al., 2005; Bowden
S. A. & Hoffman R. P., 2008; Maltoni G. et al., 2012; Calcaterra V. et al., 2012) a jedné Sirsi
studii, jeZ zaznamenala ostrlivkové autoprotildtky dokonce u 17% némeckych a rakouskych
MODY pacientl (Schober E. et al., 2009), ackoliv tato studie zahrnula asi 20% jedincd bez
geneticky potvrzené diagnézy MODY. Naopak v Britské kohorté pacientd snové
diagnostikovanym MODY, byly ostrivkové autoprotilatky detekovdany u méné nez 1%
pfipadl (McDonald T. J. et al., 2011).

Klinicka vyznamnost ostrlvkovych autoprotilatek mimo diabetes mellitus 1. typu a
LADA neni zcela jasnd. Nicméné u diabetes mellitus 2. typu jsou spojovany s progresivni
dysfunkci beta-bunék predikujici budouci kompletni B-bunécné selhani (Borg H. et al., 2002)
a brzkou potfebu inzulinoterapie (Turner R. et al., 1997), u gestacniho diabetu za znak
presymptomatické faze diabetes mellitus 1. typu (de Leiva A. et al., 2007). Obdobné mnoho
autor( povazuje pritomnost ostrivkovych autoprotilatek u MODY za paralelni manifestaci
diabetu 1. typu (Ortega-Rodriguez E. et al., 2001; Aguilera E. et al., 2005; Bowden S. A. &
Hoffman R. P., 2008; Maltoni G. et al., 2012; Calcaterra V. et al., 2012).

2. CiL PRACE A HYPOTEZA



Nasim cilem bylo vysettit vyskyt specifickych ostrlivkovych autoprotilatek ve skupiné ceskych
pacientd s nejbézné;jsimi typy MODY, popsat jejich pritomnost v SirSim klinickém kontextu a
nastinili mozné pficiny jejich vzniku ve skupiné diabetikd s HNFIA-MODY a HNF4A-MODY.

2.1. Cil a vyznam vyzkumné prace
Soucasnd fakta:

° Rutinni testovani ostrivkovych autoprotilatek je v klinické praxi doporuceno k
odliSeni MODY od diabetes mellitus 1. typu.

. Pacienti s pozitivnim nalezem ostrGvkovych autoprotilatek jsou obvykle vylouceni z
genetického testovani na MODY.

Mezinarodné uzndvana diagnosticka kritéria MODY zahrnuji absenci protilatek proti
dekarboxylaze kyseliny glutamové (GADgs) [GADA] a tyrozin fosfatdze-2 (IA-2) [IA2A] (Ellard
S. et al., 2008) a dokonce navrhuji poufZiti rutinniho testovdni autoprotilatek pred
provedenim molekuldrné genetického vysSetfeni mutaci asociovanych s MODY (McDonald T.
J. et al., 2011). Ackoliv je benefitl diferencialni diagnostiky MODY od jinych typU diabetu
mnoho, indikacni kritéria pro genetické testovani stdle nemohou zajistit dostate¢nou
selektivitu a specificitu, a dokonce mohou vést k vylouceni nékterych MODY pacient(
z testovani.

Spravna klasifikace diabetes mellitus ma v pfipadé MODY bezpochyby obrovsky
klinicky dopad a znacny vyznam pro pacienta a jeho rodinu, jelikoz umoZiuje presné;jsi
individualizaci |écby, efektivnéjsi stanoveni dédi¢nych rizik a monitoring v ambulanci
diabetologa, ¢i predikci a screening diabetickych komplikaci. Vyznamny pocéet MODY
pacientl mUzZe byt |éCen pohodIné tabletami derivatd sulfonylurey namisto injekci inzulinu.
MODY muze byt predikovan na zakladé genetického testovani u potomkU probanda a dalSich
rodinnych pfislusnikd, coZz umoznuje casnou detekci priznak( rozvijejici se cukrovky a
okamzitou lé¢bu po jeji manifestaci. Spektrum a prevalence akutnich a velmi pravdépodobné
i chronickych diabetickych komplikaci se u diabetes mellitus 1. typu a LADA lisi v porovnani
s konkrétnim podtypem MODY.

Prvné jsme na zakladé pfipadu rodinného vyskytu ostrivkovych autoprotilatek (proti
GADgs a IA-2) v rodiné HNF1A-MODY testovali selektivitu ostravkovych autoprotilatek jako
markeru diabetes mellitus 1. typu nebo LADA nad MODY, ve smyslu pouziti ostrlvkovych
autoprotilatek u MODY jako univerzalniho vylucovaciho kritéria v diferencidlni diagnostice
diabetes mellitus. A to ve snaze snizit naklady na zdravotni péci, jelikoz nespravna
interpretace ostrlvkovych autoprotilatek mulze v konec¢ném dasledku vést ke Spatné
diagndze, nespravné lécbé a potenciondlné i progresi diabetickych komplikaci.



Nasledné jsme se SirSim vyzkumem prevalence ostrivkové autoimunity u ceskych
MODY pacientl (vybranych ke genetickému testovani bez ohledu na titr jejich
autoprotilatek) zabyvali kinetikou ostrivkovych autoprotilatek v priibéhu vzniku a progrese
MODY diabetu. Klinickou vyznamnost ostrlivkovych autoprotildtek jsme posuzovali
v celkovém klinickém kontextu, vcetné rozdilli v inzulinové sekrecni kapacité B-bunék,
kompenzaci diabetu a odpovédi na [éCbu.

2.2. Hypotéza vyzkumné prace

Predpokladame, Ze sekrece specifickych ostrlvkovych autoprotilatek u pacientd s MODY
muze mit dvoji podstatu:

e muze signalizovat koexistenci diabetes mellitus 1. typu ¢i LADA s MODY;
e anebo reflektovat primdrné neautoimunitni destrukci 8-bunék aktivujici imunitni
systém, jez sekundarné iniciuje protilatkovou sekreci.

Pritomnost ostrivkovych autoprotilatek u pacientli s MODY pak m(iZze modifikovat rozvoj
a progresi MODY diabetu, coz mlZe zpUsobovat obtize v diferencialni diagnostice diabetu u
dospélych jedinc(.

3. METODIKA

VysSetfeni pacienti byli indikovani ke genetickému testovani na MODY na zakladé
nasledujicich kritérii: rodinnd anamnéza diabetes mellitus nejméné ve dvou generacich, vznik
diabetu u Stihlych mladistvych nebo dospélych, absence ketoacidézy, zachovala inzulinova
sekrece nebo perzistentni mirna hyperglykémie s nizkym vzestupem glykémie pfi oralnim
glukézovém toleranénim testu (oGTT) [pouze u glukokindzovych (GCK) mutaci]. Studovand
kohorta se sklddala z28 ceskych MODY pacientld s geneticky potvrzenou diagndzou
monogenniho diabetu s mutaci v HNF1A, HNF4A nebo GCK genu. Psany informovany souhlas
byl ziskan od vSech pacienta.

Izolace DNA a genetické testovani somatickych mutaci v GCK, HNF4A a HNF1A genech
(v sekvenci exonl a flanking intronovych oblasti) bylo provedeno pomoci obousmérného
Sanger sekvenovani (ABI PRISM 3130 geneticky analyzator; Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) jak popsdno jak popsano (Bazalova Z. et al.,, 2010). Sérum bylo pfipraveno jak
popsano (McDonald T. J. et al., 2011); uroven exprese ostrlivkovych autoprotilatek proti
GADgs a IA-2 proteinu tyrosin fosfatazy v primarnim séru (bez CaCl, nebo trombinu) byla
detekovana enzymovou imunoassay (Medipan GmbH, Dahlewitz, Germany), kalibrovana na
referenéni materidl NIBSC 97/550. Analyticka senzitivita byla 0.8 IU*ml™ [GAD protilatky
(GADA)] a 0.5 IU*ml™ [IA-2 protilatky (IA-2A)]. Nejzazsi klinicky pozitivni hodnota byla 5
IU*ml™ (GADA) a 10 IU*mI™ (1A-2A).



K potvrzeni senzitivity a specificity pouZité imunoassaye ve dvou kontrolnich
kohortach (negativni kohorta se skladala z ceskych nediabetikll a pozitivni kohorta z ¢eskych
pacientl sklinicky definovanym diabetes mellitus 1. typu nebo LADA, slaénym
imunoreaktivnim C-peptidem < 300 pmol*I™) byla pouZita analyticki ROC (Receiver
Operating Chracteristic) kfivka. Byla stanovena maximalni odhadovana pravdépodobnost
binormalni ROC kfivky z pribézné distribuovanych vysledkd testl a plocha pod kfivkou
z odpovidajicich binormalnich ROC kfivek a kalkulovana v programu JLABROC4 v. 1.0.1. Na
ROC analyzu jsme pouZili hrubé ciselné hodnoty hladin GADA a IA-2A od MODY pacientd a
dvou kontrolnich skupin. Navic jsme poutZili FisherQv exaktni test pro analyzu shromazdénych
bindrnich dat s libovolnou nejzazsi hodnotou 5.0 pro GADA a 10 pro IA-2A; analyza byla
provedena v programu PAST v. 2.14.

Ve snaze poskytnout detailni charakteristiku studovanych pacientl jsme posuzovali
vysledky opakovaného meéreni ostrivkovych autoprotilatek provedeného v letech 2004-
2013. V dobé méreni protilatek byl stanoven BMI, hladina C-peptidu nalacno a HbAlc. BMI
(kg*m?) byl kalkulovan z vysky a vahy v dob& méteni autoprotildtek. HbAlc byl stanoven
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na bazi referenéni metody IFCC
(International Federation of the Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) a vyjadien
v jednotkach mmol*mol™ [normalni rozmezi 20-42 mmol*mol™, (4.0-6.0 %)] (Maple-Brown
L. J. et al.,, 2013). Lacny 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™*] (NCCLS). HLA-DRB1 a DQB1 genotyp byl
stanoven pomoci PCR (polymerdzové retézové reakce) se sekvencéné specifickymi primery
(Olerup SSP AB, Stockohlm, Sweden), jak popsano (Cernd M. et al., 2003). Data jsou
vyjadrena jako priméry + smérodatna odchylka (SO) pokud neni uvedeno jinak. Provedené
testy zahrnuji dvouvzorkovy t-test a jednosmérnou analyzu rozptylu (ANOVA) s Tureckymi
post-testy. Analyza byla provedena v PAST verzi 2.14.

4. VYSLEDKY

4.1. Familiarni vyskyt ostrtivkovych autoprotilatek u MODY

U tfi neobéznich pribuznych pacientli ve véku od 14 do 35 let s diagnostikovanym HNF1A-
MODY (p. Argl59GIn mutace) byla detekovatelnd variabilni hladina ostrivkovych
autoprotilatek (tj. protilatek proti GADgs nebo 1A-2), pfi nepfitomnosti dalSich znakud diabetes
mellitus 1. typu (Graf 1). VSichni pacienti méli dlouhodobé méfitelnou hladinu la¢ného C-
peptidu, ketoaciddéza se neobjevila ani v dobach spontanniho vysazeni inzulinu a u nikoho z
nich nebyla zaznamendana plnd dependence na zevnim podavani inzulinu, ackoliv bylo
dosazeno lepsi kompenzace, pokud byl inzulin podavan. Pribéh onemocnéni byl podobny
jako u HNF1A-MODY pacientl bez ostrivkovych autoprotilatek.
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Proband byl v roce 2007 pozitivni na obé testované ostrivkové autoprotilatky (14 let
od vzniku diabetu) a kdyz bylo méfeni v roce 2011 opakovano, klesly pod hranici klinické
pozitivity (18 let od vzniku diabetu), byly vSak stale nad limitem pro analytickou senzitivitu.
Bratr probanda mél vdobé vzniku diabetu (v roce 2011) pozitivni GADA; IA-2A byly
detekovatelné, ale pod hranici klinické pozitivity. Matka probanda méla detekovatelné
hodnoty obou testovanych autoprotilatek, ale ani jedna z nich nepfesdhla hranici klinicky
vyznamné pozitivity, coz mlze byt dlsledek dlouhé doby, jez od vysetieni ubéhla (45 let od
vzniku diabetu).

Graf 1. Hodnota ostrivkovych autoprotildtek proti GADgs (anti-GAD) a IA-2A proteinu tyrozin
fosfatdze (anti-1A-2) u probanda a jejich pribuznych.
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4.2, Diskriminace mezi MODY a diabetes mellitus 1. typu

Pozitivita ostriivkovych autoprotilatek neumoZnila rozlisit mezi pacienty s MODY a
diabetes mellitus 1. typu

Pti porovnani kohorty MODY pacientl a kohorty pacient( s diabetes mellitus 1. typu a LADA
ROC analyza odhalila, Ze pozitivita ostrivkovych autoprotilatek neumoznuje rozlisit mezi
MODY a diabetes mellitus 1. typu (Tabulka 1), navzdory skutecnosti, Ze prevalence pacient(
s pozitivnimi autoprotilatkami byla vyznamné vyssi ve skupiné pacientt s diabetes mellitus 1.
typu nez u MODY skupiny (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Statistickd analyza udaji o anti-GAD (GADA) a anti-IA2 (IA2A) [AUC (plocha pod krivkou) +
smérodatnd odchylka (S.D.)]

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

MODY 28 Ne-diabetici 89 0.505+0.095 0.002
DMI1T nebo LADA 91 Ne-diabetici 89 0.704 £0.048 <0.001
DMI1T nebo LADA 28 MODY 91 0.672 +0.205 0.029
1A2A

MODY 28 Ne-diabetici 88 0.667 £0.083 >0.05
DM1T 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
DMI1T 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
DMI1T nebo LADA 28 MODY 91 N/A 0.001

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

MODY — maturity onset diabetes of the young; GADA — autoprotildtky proti dekarboxyldze kyseliny
glutamové; IA2A — autoprotildtky proti tyrozin fosfatdze; DM1T — diabetes mellitus 1. typu, LADA —
latent autoimmune diabetes in the adults

4.3. Prevalence ostruvkovych autoprotilatek u pacienti s MODY

Sedm pacientl (7/28; 25%) bylo pozitivnich na ostrlivkové autoprotilatky béhem alespon
jednoho méreni, provedeného v letech 2004-2013 (Graf 2). VSech sedm pacientll méli anti-
GADgs protilatky, zatimco u jednoho byla prokazédna dvojitd pozitivita na obé testované
autoprotilatky, anti-GADgs i anti-IA-2. Pozitivita ostrivkovych autoprotildtek byla prokazana
u 4/13 (31%) pacientl s HNFIA-MODY, u 2/5 (40%) s HNF4A-MODY, ale pouze u jediného
pacienta z 10 s GCK-MODY (10%). Exprese ostrGvkovych autoprotilatek nebyla pfidruzena
k Zddnému typu mutace. Kromé jiz zminéné rodiny, jsme nezaznamenali jiny pfipad
familiarniho vyskytu ostrivkovych autoprotilatek.
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Graf 2. Incidence autoprotildtek u pacient( s HNF4A-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 ostravkové autoprotilatky; GADA — autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové; IA2A
— autoprotilatky proti tyrozin fosfatdze; MODY — maturity onset diabetes of the young; HNF1A —
hepatalni nuklearni faktor 1a; HNF4A — hepatdlni nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza

Hladina ostriivkovych autoprotildtek se ménila s casem

Po detekci autoprotilatek jsme zaznamenali, Ze bud' perzistuji nékolik let na pfiblizné stejné
¢i nizSi hodnoté anebo pozdéji zcela vymizi. Zajimavé je, Ze u jednoho pacienta se
autoprotilatky objevily az za 34 let po vzniku diabetu. Primérny cas, ktery ubéhl od
diagnostiky diabetu k detekci ostrivkovych autoprotilatek, byl 16.3 + 10.1 let.

Exprese ostriivkovych autoprotilatek neovlivnila fenotyp nemoci

Vsichni pacienti s ostrlvkovymi autoprotilatkami splnili typickd klinickd MODY kritéria, byli
neobézni (BMI 24.7 + 4.4 kg*m?), neprodélali zadnou epizodu ketoaciddzy, méli zachovalou
endogenni inzulinovou sekreci (méfitelny laény C-peptid) a byli citlivi na derivaty
sulfonylurey (HNF1A-MODY a HNF4A-MODY). Terapie se liSila u kazdého pacienta v obou
kohortach; zaznamenali jsme vsak vySsi inzulin-dependenci u pacientd ostrivkovymi
autoprotilatkami s dlouhym trvanim diabetu (Tabulka 2.).
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Tabulka 2. Porovndni sledovanych parametri u pacientl pozitivnich a negativnich na ostrivkové

autoprotildtky.

Charakteristiky

S ostrivkovymi
autoprotilatkami

Bez ostrtivkovych autoprotilatek
(n=21)

(n=7)
Pohlavi
Muz 3 7
Zena 4 14
Typ diabetes mellitus
- HNF4AA-MODY 2 3
- HNF1A-MODY 4 9
- GCK-MODY 1 9
Vék v dobé 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?] 247 +4.4 24.8+4.1
HbA1c [mmol*mol™] 84 + 15 56 +13
- HNF4AA-MODY 904 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
pacientl]
Typ lécby
- Dieta 0 9
- PAD 4 6
- Inzulin (IIT) 1 6
- PAD + inzulin 2 *¥* 0

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

sulfonylurey

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

metformin + IIT.

Jedinou vyjimkou byl pacient, jehoz fenotyp kombinoval HNF4A-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 ketoaciddézy a byl plné inzulin-

dependentni.



HLA rizikovy genotyp byl v nasi skupiné pacientl pozorovan zfidka (3/28; 11%); pouze
jeden z pacientl, ktery mél rizikovy HLA genotyp (HLA-DRB1*03,07, HLA-DQB1*02,0303)
patfil ke kohorté pacient(l s ostrdvkovymi autoprotilatkami.

Diabetes se u pacientii s ostriivkovymi autoprotilatkami manifestoval pozdéji

Diabetes se u pacientl s ostrivkovymi autoprotildtkami manifestoval pozdéji v porovnani
s pacienty bez autoprotilatek (31.4 + 15.2 vs. 18.0 + 6.9 let véku). Pozorované rozdily byly
signifikantni (jednosmérna ANOVA P < 0.00.1; d.f.qy = 5; d.f.2) = 74; F = 5.07; Turecky post-
test BMI: P > 0.05; g = 0.043; trvani diabetu P > 0.05, g = 0.656; vék v dobé manifestace
diabetu P < 0.01; g = 5.158).

Exprese autoprotildtek se ménila s trovni glykemické kompenzace

Exprese ostrlivkovych autoprotilatek se ménila s urovni glykemické kompenzace [stanovené
na zdkladé hodnoty HbAlc] (Graf 3). Pacienti s autoprotildtkami dosahovali signifikantné
vys$si hodnoty HbAlc v porovnani s pacienty bez autoprotiladtek (dvouvzorkovy t-test P <
0.001,n;=20,n,=7,t=-4.662).

HbAlc u HNF4A-MODY pacient( s autoprotilatkami dosahoval 90 + 4 mmol*mol™ vs.
55 + 12 mmol*mol™ u pacientd bez autoprotilatek. Podobny rozdil byl patrny ve skupiné
HNF1A-MODY pacientt s autoprotildtkami [91 = 14 mmol*mol™” vs. pouze 64 + 14
mmol*mol™ u pacienti bez autoprotilatek], a GCK-MODY pacientd s autoprotilatkami [56
mmol*mol™ vs. pouze 47 + 4 mmol*mol™ u pacientl bez autoprotilatek]. S lepsici se
kompenzaci diabetu (pfi klesajicim HbAlc) se hladina autoprotildtek nasledné snizila nebo
protilatky uplné vymizely. Nebyly pfitomny zadné rozdily v beta-bunécné sekrecni funkci, jak
uvedeno hodnotou la¢ného C-peptidu [356.7 + 184.8 u pacientl s autoprotilatkami vs. 349.4
+ 185.8 pmol*I™ bez protilatek] (dvouvzorkovy t-test P> 0.05, n; = 14, n, = 7, t = 0.666).
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Graf 3. Hodnota HbAlc u pacientl s protilatkami (autoantibody-positive) a bez protildtek
(autoantibody-negative) s HNF4A-MODY, HNF1A-MODY a GCK-MODY.
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autoprotilatkami; autoantibody-positive patients — pacienti bez ostrivkovych autoprotilatek; HNF4A
— hepatalni nukledrni faktor 4a; HNF1A — hepatalni nukledrni faktor 1a; GCK — glukokindza; MODY —
maturity onset diabetes of the young

5. DISKUZE

Nalez ostrlivkovych autoprotilatek u pacientli s MODY je prekvapivy, jelikoZ monogenni typy
diabetu jsou tradi¢né spojovany s absenci specifickych ostrlvkovych autoprotilatek, a na
tomto tvrzeni jsou téZz postavena diagnostickd kritéria MODY a rozhodnuti o provedeni
molekuldrné genetického vysetreni k verifikaci diagndzy (Ellard S. et al., 2008, McDonald T. J.
et al.,, 2011).

Vlastni pri¢ina autoprotilatkové sekrece u MODY muizZe vyplyvat ze vzajemné
koexistence MODY s diabetes mellitus 1. typu, véetné LADA. Avsak z celého souboru MODY
jedincl s pozitivnimi autoprotildtkami se pouze u jediného pacienta [pacienta 3] na zakladé
klinického prabéhu a sledovanych laboratornich parametrli domnivdme, Ze by se skutecné
mohlo jednat o paralelni manifestaci LADA u HNF4A-MODY (vysoky titr GADA, pozvolny
pokles inzulinové sekrec¢ni kapacity B-bunék vedouci k Uplné inzulinodeficienci v pribéhu
vice nez 20 let, opakované epizody diabetické ketoacidézy a nutnost dramatické titrace
davek inzulinu, rychla progrese mikrovaskuldrnich diabetickych komplikaci). Naopak u drtivé
vétsiny pacientd (tj. sjedinou vyjimkou — pacienta 3) jsme po celé sledované obdobi
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nezaznamenali klinicky vyvoj (ani typické laboratorni markery) nasvédcujici postupné
manifestaci diabetes mellitus 1. typu s naprostou inzulinodependenci.

Domnivame se proto, Ze v téchto pripadech ostrivkové autoprotilatky nenaznacuji
probihajici autoimunitni intrainzuldrni zanét, resp. pocinajici diabetes mellitus 1. typu.
Naopak zjisténd souvislost autoprotildtkové sekrece se zhorSenim glykemické kompenzace
mlze spiSe reflektovat probihajici destrukci pankreatickych B-bunék zjinych nez
autoimunitnich pfic¢in. Takovou B-bunélnou destrukci povazujeme za pfiinu nami
pozorovaného autoimunitniho procesu, nikoliv za jeji nasledek. Z dlouhodobého hlediska
tato destrukce nemusi byt kvantitativné signifikantni, jelikoZz stabilni hladina C-peptidu
detekovana v pribéhu studijniho obdobi, svédci pro stalou a zachovalou sekrecni rezervu B-
bunék.

Prakticky jakykoliv destruktivni proces postihujici Langerhansovy ostrlvky mize
infekéni agens (pankreatotropni virova infekce) (Leslie R. D. G. et al., 1999), b) toxicky
metabolicky efekt hyperglykémie a dyslipidémie (Mandrup-Poulsen T., 2001; Némcova-
Flirstova V. et al., 2011), c¢) prolongovand nadmérnd funkéni stimulace a ndmaha (Prentki M.
& Nolan C. J., 2006) nebo d) defektni bunécny obrat ve spojitosti s mutaci v genech pro
transkrip¢ni faktory HNF1A nebo HN4A (Uchizono Y. et al., 2009). Mechanismus vedouci ke
vzniku autoprotilatek v pribéhu MODY vyZaduje dalsi badani.

Studie zaroven zpochybnriuje selektivitu specifickych ostrlvkovych autoprotilatek jako
vyluéného markeru diabetes mellitus 1. typu nebo LADA ve srovnani s MODY. Data ziskana
od nasi kontrolni nediabetické kohorty se shoduji s dfive reportovanymi udaji o nizké
prevalenci ostrivkovych autoprotilatek ve zdravé populaci, jez jsou exprimované u pouhého
0,1% nediabetické populace (individudlné priblizné 1%) (Leslie R. D. G. et al., 1999). Naopak
prevalenci GADA anebo IA-2A u diabetes mellitus 1. typu je odhadovana na 87-94% (Leslie
R. D. G. et al., 1999), klesajici s progresi diabetu. V nasi kontrolni kohorté pacientl s diabetes
mellitus 1. typu a LADA vsak byla senzitivita nizsi (do 60%). JelikoZ vySe titru pfesahovala cut-
off hranici pouzivanou v klinické praxi k diagnostice diabetes mellitus 1. typu, mUZe mit tento
nalez dopad na béZnou diferencialné diagnostickou rozvahu.

Vysoka frekvence MODY pacient( s ostrlivkovymi autoprotilatkami ve stfedni Evropé
(Urbanova J. et al., 2013; Schober E. et al., 2009) a také ndhodné pripady odjinud (Ortega-
Rodriguez E. et al., 2001; Borg H. et al., 2002; Aguilera E. et al., 2005; Bowden S. A. &
Hoffman R. P., 2008; Maltoni G. et al., 2012; Calcaterra V. et al., 2012) ukazuji, Ze existuje
alespon jeden region svysokou incidenci autoprotilatek u pacientll s MODY (Némecko,
Rakousko, Ceska republika).

6. ZAVER
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Prokazali jsme vysokou prevalenci specifickych ostrivkovych autoprotilatek mezi pacienty
stfemi nejbéznéjSimi subtypy MODY (HNF1A-MODY, HNF4A-MODY i GCK-MODY).
Predominantni autoprotildtkou ze dvou rutiné testovanych v klinické praxi, byla GADA.
Detekce ostrlvkovych autoprotilatek byla spojena s manifestaci diabetu v pozdé;jsSim véku a
horsi kontrolou diabetu, aniz by doslo k progresivnimu poklesu sekre¢ni schopnosti B-bunék
a potrebé vyraznéjsi intenzifikace stavajici antidiabetické terapie. Hladina autoprotilatek
navic dynamicky fluktuovala v case a korespondovala s ménici se Urovni glykemické
kompenzace.

Detekce ostrivkovych autoprotildtek u pacientl s diabetes mellitus mUze |ékare
odradit od genetického testovani monogennich forem diabetu a uréeni skute¢né spravné
diagnodzy, a v konecném dusledku vést ke zbytecné iniciaci inzulinoterapie a opomenuti
predikce vzniku diabetu u rodinnych pfislusnikl pacienta.

Nové pohledy:

° Ostrlivkové autoprotilatky jsou pritomny u Sirokého spektra pacientll s MODY.

° Familidrni vyskyt ostrivkovych autoprotilatek je u MODY pacientll mozny.

° Ostrlivkové autoprotilatky jsou u MODY asociované s pozdnim ndastupem diabetes

mellitus a nedostate¢nou glykemickou kompenzaci.

° Vyskyt ostrlvkovych autoprotildtek neni doprovazen soucasnym signifikantnim
poklesem inzulinové sekrece.

° Transientni kinetika exprese ostrlvkovych autoprotildatek u MODY muze reflektovat
zmény v glykemické kompenzaci (dané hodnotou HbAlc) a potencionalné téZz beta-
bunéénou destrukci na jiném nez autoimunitnim podkladé.

Prinos prdce:

° Zpochybriujeme relevanci ostrivkovych autoprotilatek jako markeru vylucéné
autoimunitni destrukce beta-bunék.

° Vylouceni absence ostrlivkovych autoprotilatek z indikacnich kritérii ke genetickému
vySetfeni na MODY by mohlo vést k rozsifeni spektra molekuldarné geneticky vysetfenych
diabetik(i a potencialné vétsimu zachytu MODY pacientl ukryvajici se ve skupiné pacientt
s diabetes mellitus 1. typu.
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