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Imunitní mechanismy v patogenezi diabetu 1.typu
Diabetes 1.typu z imunologického pohledu

Diabetes 1.typu (T1D) je orgánově specifická autoimunitní choroba, při jejímž vzniku se uplatňuje polygenní dědičnost, důležitý je ale i vliv faktorů zevního prostředí. Socioekonomický dopad choroby pro společnost i jednotlivce je vzhledem k nárůstu počtu nových případů, které se navíc stále častěji posouvají do mladších věkových kategorií, značný. V etiopatogenezi T1D je stěžejní role připisována autoreaktivním T lymfocytům, které jsou polarizovány ve směru Th1. Produkce autoprotilátek (a role humorální imunity obecně) je považována spíše za jev sekundární. Stále větší důraz je naproti tomu kladen na selhání imunoregulačních mechanismů, které umožní, že se primárně non-destruktivní inzulitida stane destruktivní. Nejméně prostudovanou je fáze inicializace autoimunitního procesu. Otázkou například zůstává – co je tím primárním stimulem, který umožní uvolnění a vystavení autoantigenů ve vazbě na HLA molekuly na antigen prezentujících buňkách. 
Obrázek 
Současně uznávaný model etiopatogeneze imunitně podmíněného diabetu 1.typu (T1D subtyp A, připraveno ve spolupráci s Assoc.Prof.M.Faresjö)

[image: image1.wmf]IL

-

12

IFN

-

g

IL

-

2

IFN

-

g

IL

-

4

IL

-

10

Th2

-

lymfocyt

Th1

-

lymfocyt

Cytotoxický

lymfocyt

Buňky 

monocytomakrofágového

systému,

dendritické buňky

TNF

-

b

IFN

-

g

IL

-

1

TNF

-

a

uvolnění

b

-

buněčného

antigen

u

Smrt 

b

-

buněk

DIABETES

b

-

buněčný

antigen

Pancreas

b

-

buněčný

antigen

IFN

-

g

T

-

reg 

lymfocyt

Inhibice 

zprostředkovaná

mezib

.kontaktem

?

Stimul

?

B

lymfocyt

a tvorba 

autoprot

.


T1D je choroba s velmi dobře popsaným spektrem základních autoantigenů (podrobně viz.dále), které se nabízí pro použití v eventuelních imunointervenčních studiích. Pro takové studie je samozřejmě nezbytné vybrat vhodné kandidáty, tj. osoby ideálně maximálně ve fázi prediabetu a následně monitorovat efekt imunointervenční  terapie. Ke jmenovanému účelu není vhodné z výše uvedených důvodů použít například pouze sledování autoprotilátek, ale je potřeba se více soustředit na studium autoreaktivních T lymfocytů. 

Předkládaná práce je rozdělena na 3 základní okruhy, všechny jsou přitom zaměřeny na možné využití poznatků v predikci a eventuelně prevenci T1D. V závěru přednášky zmíním i nové, návazné projekty.  
1. Detekce buněčné odpovědi periferních krevních mononukleárních buněk (PBMC) na stimulaci diabetogennímu autoantigeny

V této části byla hodnocena reaktivita periferních krevních mononukleárních buněk (PBMC) proti diabetogenním autoantigenům a to pomocí vyšetřování produkce celkem 23 cytokinů a chemokinů. Cílem bylo zjistit a eventuelně navrhnout doporučení pro standardizaci testu sloužícího k posouzení buněčné autoreaktivity ve vztahu ke vzniku T1D. 
PBMC byly stimulovány následujícími syntetickými diabetogenními autoantigeny (ve směsi i jednotlivě): sekvence molekuly GAD65 (aminokyseliny 247-279, 509-528, 524-543), sekvence IA2 (tyrosinfosfatáza; aminokyseliny 853-872), sekvence proinzulínu (aminokyseliny 9-23 beta řetězce) a dále byla pro stimulaci použita rovněž celá molekula GAD65. Produkce cytokinů a chemokinů byla porovnána s bazálním stavem. Pro jejich stanovení byly použity následující metody: proteinová microarray, ELISPOT, ELISA. V základním uspořádání pokusu bylo vyšetřeno celkem 190 osob a jednalo se tedy dle dostupných informací o největší provedenou buněčnou studii ve vztahu k T1D (byli vyšetřeni pacienti s T1D, jejich prvostupňoví příbuzní rozdělení podle pozitivity autoprotilátek a dále zdravé kontroly s negativní anamnézou stran autoimunitních chorob). Byl hodnocen rovněž vliv (ne)přítomnosti genetického rizika a dalších faktorů na výsledky.  Genetické riziko ve vztahu k T1D přitom definovala přítomnost s diabetem asociovaného haplotypu resp. rizikové alely  (DQA1*05, DQB1*0201 a/nebo DQB1*0302). HLA typizace byla provedena pomocí PCR-SSP. Jako příbuzní s pozitivními autoprotilátkami byli hodnoceni ti s významnou pozitivitou (minimálně 10 IU/ml) alespoň 1 autoprotilátky a to antiGAD65 a/nebo antiIA2 stanovované metodou RIA. 

Výsledky: Produkce cytokinů a chemokinů se mezi sledovanými skupinami lišila. Naprosto se svými výsledky vydělila skupina prvostupňových příbuzných s pozitivní alespoň jednou autoprotilátkou. Velmi nápadná byla u této skupiny nízká produkce Th2 cytokinů oproti kontrolám (IL-5 a IL-13). I v dalších parametrech zde byl signifikantní rozdíl vůči kontrolám a/nebo pacientům s diabetem. Změnu v reaktivitě po stimulaci jednotlivými  autoantigeny nejvíce odrážela produkce TNF-beta (Th1 cytokin), kdy příbuzní s protilátkami měli naopak oproti kontrolám významně vyšší produkci TNF-beta po specifické stimulaci. Pro sledování reaktivity vůči jednotlivým diabetogenním autoantigenům se na základě výsledků jeví efektivním vyšetřovat zejména tyto látky:  IFN-gamma, TNF-beta (oba ze skupiny Th1 cytokinů), IL-10 („regulační“ cytokin) a prozánětlivý IL-6. Posuzování specifické reaktivity je jednoznačně vhodnější pomocí jednotlivých autoantigenů, i když to klade velké nároky na pracnost i na množství odebrané krve.

Navržený postup může být použit ke sledování intenzity buněčné reaktivity například v období prediabetu nebo ke sledování reakce na imunoterapii.
Výsledky tohoto projektu byly detailně publikovány v zahraničních impaktovaných časopisech i v českém odborném tisku [1-4]. 
Recentně jsme se zaměřili rovněž na stanovování produkce IL-17 z důvodu popsané asociace tzv.Th17 lymfocytů ke vzniku autoimunitních onemocnění. V pilotní práci jsme nepozorovali statisticky signifikantní rozdíl v produkci tohoto cytokinu mezi skupinami. 
2. Reaktivita nezralého imunitního systému novorozence vůči diabetogenním autoantigenům

V této práci byla hodnocena specifická reaktivita buněk pupečníkové krve na stimulaci diabetogenními autoantigeny. Při vzniku diabetu 1.typu je pozornost věnována rovněž faktorům zevního prostředí (infekce, vliv stravy apod.). Z tohoto hlediska je pupečníková krev naprosto unikátní materiál, protože se zatím nemohly tyto faktory plně uplatnit, i když je samozřejmě známo, že faktory zevního prostředí na imunitní systém dítěte působí, (zprostředkovaně přes mateřský organismus). V literatuře je popsána reaktivita buněk pupečníkové krve vůči antigenům infekčních agens, chyběly však údaje o reaktivitě proti autoantigenům. V tomto ohledu je tato práce zcela původní. Základní experimentální uspořádání a použité metodiky se zásadně nelišily od části 1. Navíc byl ale detailně zkoumán vliv supra resp. subfyziologické koncentrace glukózy na reaktivitu mononukleárních buněk pupečníkové krve. Do této studie vstoupilo 39 novorozenců narozených matkám léčených pro T1D, 8 dětí otců s T1D a 25 kontrolních novorozenců se zcela negativní rodinnou anamnézou stran autoimunitních chorob. Jednalo se ve všech případech o fyziologické novorozence narozené průměrně v 38.gestačním týdnu. Poměr zastoupení porodů per s.c. a vaginálních byl ve všech skupinách stejný. 

Výsledky: Porovnávané skupiny se lišily svojí cytokinovou a chemokinovou produkcí. Příbuzní vykazovali celkově nižší cytokinovou a chemokinovou produkci. Pokud byly ale hodnoceny samostatně děti matek s výbornou úrovní kompenzace diabetu ve 3.trimestru – byla tato reaktivita naopak spíše vyšší, podobné výsledky vykazovali děti narozené otcům s T1D. Z faktorů, které by potenciálně mohly ovlivnit výsledky se tedy uplatňovala mateřská glykémie (resp.GHBC ve 3.trimestru), pohlaví rodiče (vliv faktu - zda se jednalo od dítě otce nebo matky s T1D) a také vliv genetického rizika (podrobněji dále). Vliv glykémie na produkci cytokinů a chemokinů pupečníkovými buňkami byl studován in vitro a to tak, že buňky byly vystaveny různě dlouhou dobu vlivu nízké resp.vysoké koncentraci glukózy v kultivačním médiu. Při vyšších hodnotách koncentrace glukózy byla pozorována tendence ke snížení produkce cytokinů a chemokinů – nejvýraznější byl vliv na snížení produkce Th1 cytokinů a to jak bazální – tak i po specifické stimulaci. 
Dále, jak již bylo uvedeno, se uplatňoval vliv (ne)přítomnosti genetického rizika na výsledky.

U příbuzných nesoucích rizikové alely genů pro HLA molekuly II.třídy měli mononukleární buňky pupečníkové krve tendenci na stimulaci diabetogenními antigeny reagovat preferenčně ve směru Th1.

Výsledky tohoto projektu byly detailně publikovány v zahraničním impaktovaném časopise [5] a výsledky týkající se vlivu glykémie na reaktivitu CBMC jsou t.č.v oponentním řízení v zahraničním impaktovaném periodiku. 

3. Regulační lymfocyty a diabetes 1.typu
Dosavadní výzkum Laboratoře autoimunitních onemocnění Pediatrické kliniky týkající se Tregs (regulační T lymfocyty) a diabetu je realizován ve spolupráci s Masarykovou Univerzitou v Brně a ve spolupráci s Univerzitou ve švédském Linköpingu. Během první části dosavadní spolupráce s brněnskými kolegy jsme navázali na jejich samostatnou pilotní práci týkající se frekvence CD4+CD25+ buněk a NKT (natural killer T buňky, CD3+ TCR(24+ TCRβ11+ buňky) buněk u dětských pacientů s diabetem. Spolu s brněnskými kolegy jsme vyšetřili frekvence těchto buněk u prvostupňových příbuzných pacientů s diabetem. K detekci Tregs resp.NKT buněk bylo použito cytometrické stanovení následujících znaků resp. jejich kombinace: CD4, CD8, CD3, CD25, TCR(24 a TCRβ11, FoxP3+, CD127-. Úroveň aktivace buněk byla hodnocena kromě stanovení produkce cytokinů a chemokinů pomocí proteinové microarray také pomocí měření exprese IFN-gamma na buňkách. Ve spolupráci se švédskými kolegy byla dále vyšetřována genová exprese genů pro FoxP3, CTLA-4 a TGF-beta po specifické antigenní stimulaci. Podrobnosti k jednotlivým těmto studiím byly detailně publikovány v zahraničních impaktovaných časopisech [6-8] . 
Výsledky lze shrnout takto: Regulační mechanismy imunitního systému jsou při manifestaci diabetu aktivovány. Například bazální exprese genů (mRNA) pro FoxP3, CTLA-4 a TGF-beta a zároveň produkce TGF-beta a IL-10 v supernatantu byla vyšší u pacientů s recentní manifestací diabetu než u rizikových osob. Produkce TGF-beta po specifické stimulaci GAD65 byla vyšší u pacientů s diabetem než u rizikových osob i než u kontrolní skupiny. 
Prvostupňoví příbuzní mající zvýšené genetické riziko pro vznik T1D měli nižší počty Tregs stejně tak jako pacienti s T1D. Rozdíl byl patrný zejména pro populace CD4+CD25+ (CD4+CD25hi+) a CD25+CD127-. Rozdíl ve výskytu populace nesoucí CD25+FoxP3+ byl na hranici statistické významnosti. Funkční chování CD4+ lymfocytů příbuzných se zvýšeným genetickým rizikem bylo odlišné od chování buněk kontrol a to ve smyslu preferenční reaktivity ve směru Th1, kdy CD4+ CD3+  lymfocyty těchto příbuzných vykazovaly vysokou bazální i stimulovanou sekreci IFN-gamma ve srovnání s kontrolními osobami (což potvrdilo naše dřívější pozorování).

4. Návazné současné a připravované projekty

Jedná se zejména o projekt zaměřený na stanovení změny genové exprese pomocí genové microarray a to u pacientů s recentní manifestací diabetu, u jejich prvostupňových příbuzných (opět rozdělených podle autoprotilátek na pozitivní a negativní skupinu) a u zdravých kontrol. Porovnávána je přitom bazální vs. stimulovaná exprese (stimulovaná směsí výše uvedených diabetogenních autoantigenů). Dosud byl genový chip s 32000 próbami realizován u 10 osob. 
Další oblastí zájmu je problematika dendritických buněk, TLR (toll-like) receptorů a vzniku destruktivní inzulitidy. 

Celkové shrnutí výsledků :
1. Klinické manifestaci diabetu předchází polarizace imunitní odpovědi ve směru Th1, při vlastní manifestaci choroby již ale není přítomná.

2. Převahu polarizace odpovědi na stimulaci diabetogenními autoantigeny ve směru Th1 lze pozorovat dokonce již u novorozence nesoucího s diabetem asociované alely genů pro HLA molekuly II.třídy (míněno dítě, které je prvostupňovým příbuzným pacienta s T1D).

3. Fáze prediabetu (míněna osoba s pozitivní alespoň jednou autoprotilátkou, která ale dosud není inzulín dependentní) je charakterizovaná celkově nízkou cytokinovou a chemokinovou produkcí (bazální i stimulovanou). 

4. U prvostupňového příbuzného nesoucího s diabetem asociované alely genů pro HLA molekuly II.třídy lze pozorovat snížené počty regulačních T lymfocytů. 

5. Při klinické manifestaci diabetu není imunitní odpověď na autoantigenní stimulaci nikterak výrazná. V porovnání se zdravými jedinci je nízká i bazální produkce cytokinů a chemokinů (nicméně je vyšší než ve fázi prediabetu). Pokud jedinec reaguje na autoantigenní stimulaci – pak spíše ve směru Th2 a nebo produkcí „regulačních“ cytokinů (IL-10, TGF-beta), což patrně svědčí pro zapojení regulačních mechanismů, které ale nebylo efektivní. 

6. Zdravý jedinec reaguje na autoantigenní stimulaci odlišně a to preferenčně spíše ve směru Th2. Již jeho bazální cytokinové a chemokinové spektrum je odlišné od pacienta s diabetem i od prvostupňových příbuzných.

7. Po klinické manifestaci diabetu je imunologická reaktivita vychýlena spíše ve směru Th2 a posléze se vrací zase zpět.

8. Z uvedeného vyplývá, že veškeré imunointervenční strategie, které by si kladly za cíl zajistit i pro futuro úplnou nezávislost pacienta na inzulínu, musí být cíleny na fázi před vznikem (pre)diabetu.

9. Byl vypracován návrh postupu ke sledování buněčné reaktivity u prvostupňových příbuzných pacientů s diabetem jako doplněk v současnosti běžně používaných testů v predikci T1D. Buněčné testy se ze své podstaty nehodí pro rutinní screening širší populace, ale v odůvodněných případech je použití konkrétně navrženého testu vhodným doplněním vyšetření v rámci predikce T1D. Uvedený test je též vhodný ke sledování efektu imunomodulační terapie přímo na úrovni imunitního systému a k tomu účelu je již využíván (v zahraničí – spolupracující Univ.ve švédském Linköpingu).
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