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Skroty i akronimy uZywane w pracy:

ADA = (ang. American Diabetes Association) Amerykanskie Towarzystwo
Diabetologiczne

APC = (ang. antigen presenting cell) komorka prezentujaca antygen
BMI = (ang. body mass index) wskaznik masy ciala
DDI = Dobowa dawka insuliny

FSC = (ang. forward scatter) $wiatlo rozproszone na wprost, parametr stosowany w
cytometrii przeptywowej, opisuje wielkos¢ badanych czastek (komoérek)

GAD = (ang. glutamic acid decarboxylase) dekarboksylaza kwasu glutaminowego
h = godzina
HbA1c = hemoglobina glikowana

HLA = (ang. human leukocyte antigens) antygeny ludzkich leukocytoéw, nazwa MHC
stosowana u ludzi

TAA = (ang. insulin autoantibodies) przeciwciata przeciwinsulinowe IA-2 = (ang.
insulinoma-associated protein 2) antygen 2 zwigzany z insulinoma

IL = interleukina

MFI = ( ang. mean/median fluorescence intensity) srednia intensywno$¢ fluorescencji/
/mediana intensywnosci fluorescencji (w tekscie blizej zdefiniowano, kiedy opisywano
srednig, a kiedy mediang)

MHC = (ang. major histocompatibility complex) gtdéwny uktad zgodno$ci tkankowe;j

MMTT = (ang. mixed meal tolerance test) test tolerancji glukozy z zastosowaniem
positku mieszanego, z duzg czestotliwoscia pobierania probek

MODY = (ang. maturity onset diabetes of youth) cukrzyca typu dorostego u 0s6b
miodych

NOD = (ang. non-obese diabetic mice) myszy spontanicznie zapadajace na cukrzyce
pomimo braku otylo$ci; zwierzecy model cukrzycy typu 1

PBS = (ang. phosphate-buffered saline) = zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
peptyd C = (ang. connecting peptide) peptyd laczacy; czgs$¢ czasteczki proinsuliny

odcinana podczas uwalniania insuliny z trzustki, wraz z hormonem przedostaje si¢ do
krwiobiegu






SSC = (ang. side scatter) $wiatlo odbite pod katem 90° i rozproszone bocznie, parametr
stosowany w cytometrii przeptywowej, opisuje gestosc i liczbe ziarnistosci w
analizowanych komorkach

T1DM = (ang. Type 1 diabetes) cukrzyca typu 1

Tem = (ang. central memory T cell) limfocyt T pamigci centralny, immunofenotyp -
CD4+CD27+CD45RO+/CD4+CCR7+CD45RA-

TCR = (ang. T-cell receptor) receptor limfocytow

Tem = (ang. effector memory T cell) limfocyt T pamieci efektorowy, immunofenotyp -
CD4+CD27-CD45R0O+/CD4+CCR7-CD45RA-

Th (ang. T helper cell) = limfocyty pomocnicze — T CD4+

Tn = (ang. naive T cell) limfocyt T naiwny, immunofenotyp - CD4+CD27+CD45RO-
/CD4+CCR7+CD45RA+

TNFa = (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworow o

WHO = (ang. World Health Organization) Swiatowej Organizacja Zdrowia
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I. Wstep

l. Wstep
I.1. Cukrzyca typu 1 — wprowadzenie.

Cukrzyca (ang. Diabetes mellitus, DM) nalezy do grupy choréb przewlektych
niezakaznych. Jest to choroba metaboliczna, ktora charakteryzuje sie przewlekle
zwickszonym stezeniem glukozy wynikajacym z nieprawidlowego wydzielania
i dzialania insuliny. Moze prowadzi¢ do licznych powiklan w tym do kwasicy,
niewydolnosci nerek, chordb serca, udaru mozgu i $lepoty (Canivell i inni, 2014)

Na podstawie danych WHO okreslajacych wystepowanie cukrzycy w réznych
srodowiskach 1 rdéznych szerokosciach geograficznych cukrzyce zalicza si¢ do
wspolczesnych globalnych chordb spolecznych i cywilizacyjnych. Swiadectwem wagi
i powszechno$ci tego problemu jest rezolucja Zgromadzenia Glownego Narodow
Zjednoczonych przyjeta w grudniu 2006 r., ktéra cukrzyce wliczyta do grupy choréb

zagrazajacych ludzkos$ci o zasiegu epidemii. (Chobot i inni, 2009)

Wedtug klasyfikacji Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego wyrdzniamy 4 postacie
cukrzycy:
1. cukrzyca typu 1 (autoimmunologiczna, idiopatyczna),
2. cukrzyca typu 2 (defekt progresywnego wydzielania insuliny prowadzacy do
insulinoopornosci),
3. cukrzyca cigzarnych (ang. Gestational diabetes mellitus, GDM, ktéra jest
diagnozowana w drugim lub trzecim trymestrze cigzy) oraz
4. inne specyficzne typy cukrzycy, takie jak: genetyczne defekty czynnosci
komorki B,  genetyczne  defekty  dzialania  insuliny,  choroby
zewnatrzwydzielniczej czgéci trzustki, endokrynopatie, leki 1 substancje
chemiczne, infekcje, rzadkie postacie cukrzycy wywolane procesem
immunologicznym oraz inne uwarunkowane genetycznie zespoly zwigzane
z cukrzyca.
Do innych specyficznych typéw cukrzycy wynikajacych z okreslonych mutacji dla
konkretnych gendéw zaliczamy np. tzw. cukrzyce monogenowa lub inaczej cukrzyce
dorostych u os6b miodych (MODY, ang. maturity-onset diabetes of the young)
ujawniajgca si¢ zazwyczaj do 25 r.z.. Najpowszechniej wystepujacymi mutacjami

w tej postaci cukrzycy jest mutacja gendw dla glukokinazy, czynnika jadrowego
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I. Wstep

hepatocytow (HNF) -la, dla czynnika promotora insuliny (IRF). (Polskie

Towarzystwo Diabetologiczne, 2016)

Cukrzyca typu 1 (ang. DM1, T1D- ang. Type 1 diabetes), nazywana dawniej cukrzyca
insulinozalezng lub mlodziencza) powstaje w wyniku procesu autoimmunologicznego,
czyli niszczenia komoérek beta () trzustki przez wlasny uktad odpornosciowy. W ciggu
ostatnich 40 lat czgstos¢ wystgpowania T1D calym §wiecie wzrasta o 3-5% rocznie
(Rewers i inni, 2009). Stanowi ona obecnie 5-10 % wszystkich zachorowan na cukrzyce
(Maahs iinni, 2010) (Atkinson i inni, 2014).

Komorki beta (B) produkujace insuling znajduja si¢ w wyspach trzustkowych tzw.
wyspach Langerhansa. Badania histologiczne trzustki pacjentow ze $wiezo rozpoznang
cukrzyca typu 1 wykazaty naciek wysp Langerhansa przez komorki jednojadrzaste,
ktore pozniej zostaly zidentyfikowane jako limfocyty T i B, monocyty / makrofagi
i komorki NK (rys. 1). Obecnie proces ten czesto okreslany jest jako zapalenie wysp
(insulitis). Pelnoobjawowy obraz choroby wystepuje po utracie 90-95% komorek [3,
natomiast rozpoznanie cukrzycy typu 1 ma zwykle miejsce, gdy w przyblizeniu dwie
trzecie tych komorek jest zniszczone (Atkinson i inni, 2014) (Canivell i inni, 2014).
W wyniku zniszczenia wysepek dochodzi do bezwzglednego braku insuliny lub jej

produkcja nie wystarcza do utrzymania prawidlowego stezenia glukozy we krwi.

A B C

o

s Insultis (mixed mononuclear, adjacent or
within islet)

+Loss of B cells increases with disease duration)

« Hyperexpression of class | MHC

» -cell necrosis or apoptosis possible

+ Diminished insulin in remaining  cells

+ P-cell expression of interferon alpha

+ Decreased overall weight

+ Atrophy of dorsal region

+ Fxocrine atrophy

+ Hydrophic change (hypertrophy) possible

+ Comprised of pseudoatraphic (glucagon-staining)
islets intype 1A

+ Lobular loss of fcells

+ Heterageneous lobular insulitis

Rysunek 1.Patologiczne cechy trzustki w cukrzycy typu 1: Naciek wyspy trzustkowej u pacjenta
Z nowo rozpoznanq cukrzycq typu 1. Immunohistochemia pokazuje wewngqtrzwyspowq
obecnosc¢ komdrek CD3-dodatnich (brgzowy) i komdrek alfa produkujqgcych glukagon (rézowy).

(Atkinson i inni, 2014)
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I. Wstep

W zasadniczej wigkszosci T1D dotyczy dzieci. Poczatek choroby jest zazwyczaj nagty,
a objawy narastajag w ciagu kilku dni. Jedyng forma leczenia T1D jest insulinoterapia.
Niedoboér insuliny u pacjentéw z cukrzyca typu 1 wymaga cigglego podawania tego
hormonu do konca zycia chorego.

Cukrzyca typu 1 moze réwniez rozwing¢ si¢ u dorostych. P6zno ujawniajaca sie
cukrzyca typu I u dorostych (ang. latent autoimmune diabetes in adults, LADA) jest
wolno postepujaca postacig cukrzycy autoimmunologicznej, ktéra moze poczatkowo nie
wymagac¢ podawania insuliny i moze by¢ btednie zaklasyfikowana jako cukrzyca typu 2
(Laugesen, 2015). Ta posta¢ cukrzycy ujawnia si¢ zwykle u oséb w wieku od 25— 30 do
45-50 r.z.

1.1.1. Epidemiologia

Co roku diagnozowanych jest ok 86 000 nowych przypadkow cukrzycy typu 1
(T1D). Zapadalno$¢ wzrasta na calym $wiecie, a wiek rozpoznania choroby obniza sig.
Z raportu przygotowanego w 2015 przez Miedzynarodowg Federacje ds. Cukrzycy, IDF
(ang. International Diabetes Federation) wynika, ze w grupie wickowej 0-14 lat na
swiecie jest okolo 542 000 dzieci cierpiagcych na T1D z czego 25% to mieszkancy
Europy. W Polsce na 1000 dzieci (0-14 lat) przypada 6,4 dzieci chorych na TI1D.
Wedhug najnowszych danych w Europie najwigksza zapadalnos¢ wystepuje w Finlandii,
ktoéra ma rocznie 62,3 nowych przypadkéw na 100.000 dzieci. Kraje europejskie, ktore
maja najwigkszy udziat w ogolnej liczbie osdb cierpiagcych na T1D u dzieci sa Wielka
Brytania, Rosja i Niemcy. Miedzynarodowa Federacja Diabetologiczna prognozuje
wzrost o 19% zachorowan na cukrzyc¢ w Polsce do 2035 roku. Analizujac dane NFZ na
temat pacjentow leczonych insuling w 2009 roku byto ich 595 252, w 2010 — 613 700,
aw 2011 — 627 971, co oznacza wzrost w ciggu dwodch lat o 5,5%. W tym samym
okresie (2009-2011) wzrost kosztéw leczenia insuling wzrost z 564 081 177zt do 658
063 920 zt czyli az o 17%.

Duze badania potwierdzity dalszy wzrost zachorowalnosci na T1D w Europie od 1989

do 2008 roku o okolo 3% -4% rocznie (Patterson i inni, 2012).
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Rysunek 2. Czestosc¢ wystepowania cukrzycy typu 1 u dzieci w wieku 0-14 lat, zalezna od rejonu
geograficznego i czasu.(A) szacowangq czestoscig wystepowania cukrzycy typu 1, wg. regionu, w
2011r. (B) trendy czasowe oparte na czestosci wystepowania cukrzycy typu 1 u dzieci w wieku
0-14 Ilat na obszarach o wysokim lub posrednim wskazniku choroby (Atkinson i inni, 2014).

T1D moze rozwing¢ si¢ w kazdym wieku, ale rzadko odbywa si¢ to w pierwszym roku
zycia, a w szczegdlnosci w pierwszych 6 miesigcach zycia. Zaobserwowano,
iz najwieksza zapadalnos¢ w grupie dziewczat przypada na okres 5-9 lat, a w grupie

chlopcow w przedziale wickowym 10-14 lat (rys. 2) (Tuomilehto, 2013).
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Zachorowalno$¢ w Polsce podwaja si¢ co 10 lat (Jarosz-Chobot i inni, 2011). Wskaznik
zapadalnosci na cukrzyce typu 1 w populacji wieku rozwojowego do lat 14 w Polsce
wykazuje rdéznice regionalne i waha si¢ w ciggu ostatnich lat od 5,0/100 tys.
w makroregionie lubelskim 1 6,18/100 tys. w wojewodztwie rzeszowskim do 9,2/100
tys. w wojewodztwie pomorskim i regionie t6dzkim, wykazujac staty, systematyczny
wzrost w kolejnych latach. TID w populacji wieku rozwojowego ujawnia si¢
najczesciej w okresie przedpokwitaniowym 1 w okresie pokwitania, czesciej
u dziewczat, przy najnizszej zachorowalnosci w miesigcach letnich i najwyzszej na
przetomie jesieni i zimy (Bodalski, 2003). Badania te moglyby sugerowaé sezonowg
zmienno$¢ TID lecz obecnie wiadomo iz czestsze jej diagnozowanie w okresie
jesienno-zimowym, jest skutkiem czestszych badan lekarskich, ktére maja miejsce
w tym wiasnie czasie z powodu infekcji (Gandhi Forouhi i inni, 2014). Ponadto wigkszo$¢
publikacji wskazuje, iz choroby o podiozu autoimmunologicznym znacznie czescie]
dotycza kobiet, natomiast w przypadku cukrzycy typu 1 wystepuje nieznaczna

przewaga chfopcoOw 1 me¢zczyzn (Hansen i inni, 2015)
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1.1.2. Etiologia i Patogeneza

Etiologia i patogeneza cukrzycy typu 1 (T1D) od lat jest przedmiotem
intensywnych badan. Na poczatku lat 70 XX wieku zwrdécono uwage na
uwarunkowania genetyczne i srodowiskowe.

Za udziatem genéw w rozwoj T1D przemawia fakt, ze w wieku 60 lat, 65%
identycznych bliznigt probantéw TI1D rozwinie T1D. Ponadto, dzieci urodzone
w rodzinach w ktérych wystapit przypadek cukrzycy typu 1 wystepuje 5% ryzyko
pojawienia si¢ TID do 20 r.z., w porownaniu z 0,3% ryzykiem dla dzieci bez

pozytywnego wywiadu rodzinnego (Bonifacio i inni, 2010).

Dotkniety chorobg T1D cztonek rodziny Prawdopodobienstwo
wystapienia T1D

Pierwszy stopien pokrewienstwa (ogolnie)  [5-6%

Matka 2%
Ojciec 7%
Bliznigta monozygotyczne 30-50%
Bliznieta dizygotyczne 6-10%

Tabela 1. Prawdopodobieristwo wystgpienia T1D wsrod najblizszej rodziny chorego
(Tuomilehto, 2013)) (Hansen i inni, 2015).

Jednak zdecydowana wigkszo$¢ chorych na T1D nie posiada krewnego pierwszego

stopnia obcigzonego tg choroba.

Istotnym czynnikiem predysponujacym do wystapienia T1D jest zjawisko mimikry
molekularnej, czyli podobienstwa antygendéw czlowieka do wybranych biatek wirusow,
roslin 1 zwierzat.

U 15% pacjentow ze zdiagnozowang T1D wykazano w limfocytach obecno$¢ genomu
wirusa CMV oraz w surowicach wystepowanie autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko wysepkom trzustkowym. To moglo sugerowa¢ autoimmunizacyjny charakter
choroby oraz zwigzek infekcji wirusowej z tym schorzeniem (Roep i inni, 2002).

Badania Honeymana i wsp. wskazuja na istnienie molekularnego podobienstwa migdzy

fragmentami fosfatazy tyrozynowej, a glownym immunogenem rotawirusa (RV), jakim
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jest biatko VP7. Uwaza si¢, ze podobienstwo miedzy sekwencja aminokwasowa
antygenu gospodarza (IA-2) i bialkiem wirusa (VP7) prowadzi do krzyzowej
reaktywnosci komorek T, ktorej skutkiem jest przerwanie tolerancji immunologicznej
prowadzace do choroby autoimmunizacyjnej. Stwierdzono rowniez, ze wirusowe biatko
VP7 wykazuje 57% identycznosci i 97% podobienstwa do dekarboksylazy kwasu
glutaminowego (GADG65) (Honeyman i inni, 2010).

Do powstawania autoprzeciwciala GADG65 dochodzi najprawdopodobniej na skutek
prezentowania przez HLA-DR3 limfocytom T CD4+ fragmentu wirusowego biatka
UL57, wykazujacego molekularne  podobienstwo do  GAD65. Badania
z wykorzystaniem autoreaktywnych limfocytow T wykazaly, ze limfocyty T wigza si¢ z
determinanta antygenowa wirusowego biatka w obrebie krotkiej sekwencji

aminokwasowej (Hiemstra i inni, 2001).

Lenmark zwraca uwage na zjawisko insulinoopornos$ci, ktore dotyczy nieco starszych
pacjentow ze $wiezo wykryta cukrzyca typu 1, u ktérych procesy autoimmunologiczne;j
destrukcji komorek [ przebiegaja wolniej i u ktérych pojawiaja si¢ procesy
insulinooporno$ci zwigzane mi¢dzy innymi z burza hormonalng okresu pokwitania, co

moze si¢ wigza¢ rowniez z podwyzszonym st¢zeniem peptydu C (Lernmark, 2013).

Badania wykazaly niejednoznaczng role zwickszenia masy ciala, BMI
1 insulinoopornosci, jako czynnikoéw predysponujacych do rozwoju T1D. Zwickszona
predkos¢ wzrostu byla najlepszym wskaznikiem progresji do T1D w dwoch badaniach
(D'Angeli i inni, 2010), (Lamb i inni, 2009).

W zwigzku z tym, iz TID jest bardziej powszechna na poélocy, naukowcy
zasugerowali, ze poziom witaminy D moze mie¢ wplyw na rozwdj choroby.
Zaobserwowano, ze stezenie krazacej witaminy D u dzieci i mlodziezy z T1D zmienia
si¢ sezonowo 1 jest znacznie mniejsze niz w grupie kontrolnej (Cooper i inni, 2011).
Hipoteza ta nadal wymaga potwierdzenia.

Ponadto wsrdd czynnikow srodowiskowych, ktore moga wptywaé na rozwdj cukrzycy
wymienia si¢ rowniez: zbyt krotki okres karmienia piersig, wczesne rozpoczgcie
karmienia niemowlat mlekiem krowim lub jego mieszankami, diete¢ bogata w gluten,
wprowadzanie do diety produktéw zbozowych, zwyczaje zywieniowe, takie jak
stosowanie sztucznych substancji stodzacych, ekspozycje na zwigzki toksyczne (N-

nitrozopochodne), czynniki stresogenne, niedobor witaminy D3 , jak rowniez poprawe
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higieny 1 opieki zdrowotnej. Do czynnikéw srodowiskowych o dzialaniu ochronnym
zalicza si¢: karmienie piersig co najmniej przez pierwsze 6 miesigcy, szczepienia
ochronne, wczesna suplementacja witaminy D3, dieta bogata w kwasy thiszczowe
wielonienasycone € 3,6, wspolistnienie chorob atopowych, wczesny kontakt

z czynnikami infekcyjnymi (Barbeau i inni, 2007).

Podsumowujac, istotng role w wiekszej czestosci wystepowania T1D  odgrywaja
réznorodne czynniki srodowiskowe, w tym zakazenia, dieta, ekspozycja na witaming
D3, zanieczyszczenia srodowiska, zwiekszona predkos¢é wzrostu, otyto$¢ i opornos¢ na

insuline. Jednak ostateczne czynniki przyczynowe nie sg znane (Canivell i inni, 2014).

1.1.2.1. Uwarunkowania genetyczne cukrzycy typu 1 — zwigzek z HLA

Rozwdj T1D jest zwigzany z nosicielstwem konkretnych genow. Podatno$¢ ta
jest zwigzana glownie z genotypami HLA DR i1 DQ oraz w mniejszym stopniu
z wieloma innymi loci. Najnowsze badania genetyczne w tym badania mapowania
genéw rzucaja nowe S$wiatlo na temat mozliwych poczatkow TID wskazujac
potencjalne choroby- istotne szlaki biologiczne (Todd, 2010). Tlo genetyczne moze

réwniez wplywac na reakcje na bodzce srodowiskowe (Atkinson i inni, 2014).

Glowny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC)
zlokalizowany jest na krotszym ramieniu chromosomu 6 (6p21.1-21.3) obejmuje
fragment tancucha DNA o dlugosci ok. 4 min. par zasad, ktéry zawiera 200 genow.
Obszar MHC dzieli si¢ na 3 regiony: MHC klasy I, II oraz III. Geny glownego ukladu
zgodnosci tkankowej koduja czasteczki, nazwane u ludzi antygenami zgodnos$ci
tkankowej (ang. human leukocyte antygen, HLA), ktore zlokalizowane s3 w regionie
MHC klasy I i II. Geny HLA klasy I iII, s3 wysoce polimorficzne i sktadajg si¢ z wielu
roznych form alelicznych (Pociot i inni, 2002) (Notkins, 2002).

W zwiazku z istnieniem udokumentowanego zwigzku miedzy ekspresja niektorych
antygenoéw/alleli HLA 1 czestosci wystgpowania chorob, gldwnie o charakterze
autoimmunizacyjnym, geny gldwnego uktadu zgodnos$ci tkankowej moga by¢ uzywane
jako markery genetyczne podatno$ci na rozwoj roznych choréb w tym T1D. Przyczyna
tego zjawiska nie jest do konca znana, ale wiadome jest iz sama ekspresja czasteczek

HLA nie jest przyczyna choroby, a jedynie moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym jej
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rozwojowi. W szeregu publikacji wykazano wystepowanie charakterystycznego wzoru
haplotypéow MHC ws$rod réznych grup etnicznych 1 w kohortach pacjentow
z chorobami o podiozu autoimmunologicznym (Zembala i inni, 2001). Okreslajac
prawdopodobienstwo wystapienia choroby skojarzonej z HLA nalezy zawsze wzia¢ pod
uwage czynniki pozagenetyczne, np. epigenetyczne.
Najczestszym szerokim haplotypem charakterystycznym dla populacji europejskiej jest:
A*01-C*07:01-B*08-DRB1*03-DQB1*02 zwany konserwatywnym haplotypem 8.1
(8.1AH). Stwierdzono, ze 8.1AH jest zwigzany ze zwickszong czgstoscig lub ciezszym
przebiegiem klinicznym chor6ob autoimmunizacyjnym i chorob zakaznych. W grupie
0s6b z pochodzenia europejskiego haplotyp ten jest zwigzany z wigksza czestoscia
zachorowania na TID, zespdl Sjogrena, nuzliwo$¢ migsniows, celiakie i toczen
uktadowy.
W przypadku cukrzycy typu 1 najsilniejsza asocjacj¢ pomiedzy ryzykiem jej
wystgpienia, a obecnoscig konkretnych HLA obserwuje si¢ w obrebie loci DRBI1-
DQAI-DQBI1. Najwigkszym prawdopodobienstwem wystapienia cukrzycy typu 1
okresla si¢ przez obecno$¢ specyficznego heterezygotycznego genotypu, sktadajacego
si¢ z nastepujacych alleli:

HLA-DRB1*03:01,DQA1*05:01,DQB1*02 na jednym chromosomie oraz

HLA-DRB1*04:01/02/05/08,DQA1*03:01,DQB1*03:02/04 lub DQB1*02 na

drugim chromosomie.

Genotyp ten okresla si¢ mianem DR3/DR4 (Noble i inni, 2011).

Ryzyko wystapienia cukrzycy typu 1 jest znacznie wigksze w przypadku heterozygot
utworzonych przez te dwa haplotypy niz dla ktéregokolwiek z homozygot (DR3/DR3
lub DR4/DR4) (Noble i inni, 2011).

Ponad 90% pacjentow z cukrzyca typu 1 posiada DR3-DQ2 lub DR4-DQ8 (Erlich i inni,
2008).

Udowodniono, ze obecno$¢ alleli DRB1*04:01 oraz DQB1*03:02 zwicksza ryzyko
wystapienia T1D az 8,5 krotnie. Juz w latach 80-tych ubieglego wicku wskazywaty ze
obecnos$¢ antygenu DQS8 (DQB1*03:02) badz DQ7 (DQB1*03:01) w obrebie haplotypu

DR4 pozwala oszacowac ryzyko wystapienia choroby (Ronningen i inni, 1989).

Dodatkowo przydatnym w prognozowaniu T1D moze by¢ locus DPB1 HLA klasy 11
w szczegdlnosci allele DPB1*04:02, DPB1*03:01 i DPB1*02:02 (Noble i inni, 2011).
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Obecnie znane sg juz réwniez antygeny HLA wykazujace silne dziatanie ochronne
przed rozwojemT 1D, np. haplotyp:
DR2, HLA-DRB1*15:01, DQA1*01:02, DQB1*06:02 (Valdes i inni, 2005)
DRB1*04:03-DQB1*03:02;
HLA-DRB1*11:04-DQA1*05:01-DQB1*03:01;
DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*03:03 oraz
HLA-DRB1*14:01-DQA1*01:01- DQB1*05:03 (Noble i inni, 2011)

W badaniach przeprowadzonych w 2013 roku przez M. H. Black, J. M. Lawrence i wsp.
wykazano, ze obecnos¢ wielu konkretnych haplotypéw DRBI1, DQBI
charakterystycznych dla cukrzycy typu 1 zalezy od rasy/ pochodzenia etnicznego
z wyjatkiem haplotypu DRBI1* 0301-DQB1* 0201. Ten ostatni pojawiat si¢ rownie
czesto w kazdej przebadanej grupie mlodziezy ze $wiezo wykryta cukrzyca typ u 1
(Black i inni, 2013).

Zwiazek HLA z cukrzyca typu 1 wykazano réwniez w klasie I w locus HLA-A i HLA-
B w szczegdInosci obecnos¢ antygenu HLA-B39, ktory zostal uznany za wazny czynnik
ryzyka. Natomiast antygen HLA-A*02 zwiekszal ryzyko u 0sob posiadajacych haplotyp
DR3/4-DQS8 (Rables i inni, 2002).

Najbardziej znaczacymi antygenami w locus HLA-B dla TID sag allele: B*57:01
(ochronny) i B*39:06 (predysponujacy). Inne istotne dla T1D allele ,predysponujace”
to: A*24:02, A*02:01, B*18:01, oraz C*05:01 natomiast inne wymieniane
w publikacjach allele ochronne to: A*11: 01, A*32: 01, A*66: 01, B*07:02, B*44,03,
B*35:02, C*16:01, oraz C* 04:01 (Noble i inni, 2011).

Obecne propozycje badan przesiewowych w kierunku T1D opierajg si¢ na znajomosci
genotypu HLA-DR,DQ 1 innych /Joci HLA, z wywiadem rodzinnym oraz
przesiewowymi badaniami na obecno$¢ autoprzeciwcial skierowanych przeciwko
antygenom komorek wysp trzustkowych. Dzigki tym informacjom mozna
zidentyfikowa¢ wickszos¢ dzieci zagrozonych TID przed wystgpieniem choroby.
W ostatnich latach przeprowadzono w tym celu badania, w ktérych probowano ustali¢
liczbg polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNP), za pomocag ktérych mozna
byloby tatwo okresli¢ z wigksza dokladnoscia odpowiednie HLA-DR, DQ dla TI1D,
1 w ktorych mozna by wyr6zni¢ haplotyp o najwyzszym ryzyku wystgpienia T1D DR4
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(DR4-DQS8), jak i niezwigzany z ta chorobg haplotyp DR4-DQB1*03:01 (Nguyen i inni,
2013). Takie badania pozwolityby na poprawe przewidywania rozwoju cukrzycy typu 1

z wybranych kohort zagrozonych dzieci (Winkler iinni, 2014).

1.1.3. Diagnostyka T1D

Przed 200 laty cukrzyce rozpoznawano na podstawie stezenia glukozy w moczu,
a w latach p6zniejszych takze na podstawie stezenia glukozy we krwi. Do konca lat 70
ubieglego wieku nie bylo jednolitych kryteriow diagnostycznych ani klasyfikacji
cukrzycy. Obecnie Amerykanskie Towarzystwo Diabetologiczne ze Swiatowa
Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) przedstawilo nastepujace
kryteria rozpoznania cukrzycy: badanie poziomu hemoglobiny glikowanej HbAlc >
6.5% lub badanie glikemii na czczo (8 — 14 godzin bez spozywania positkow), gdzie
wartos$¢ glikemii przekracza > 126 mg /dL (7,0 mmol/L) lub wykonanie testu doustnego
obcigzenia glukoza (ang. oral glucose tolerance test, OGTT), gdzie wartos¢ glukozy
w osoczu 2 godziny po spozyciu 75-g glukozy rozpuszczonej w wodzie przekracza
>200 mg/dl (11,1 mmol /L) Iub kryterium badania glikemii przygodnej (probka krwi
pobrana w dowolnej porze dnia, niezaleznie od spozytego positku) u pacjenta z
klasycznymi objawami hiperglikemii gdzie oznaczone st¢zenie glukozy w osoczu >200
mg/dl (11,1 mmol/L) (Canivell i inni, 2014).

W najnowszych zaleceniach Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (PTD)
dokonano zmian w celach glikemicznych dla 0séb z cukrzyca typu 1, uznajac wartos¢
HbAlc < 6,5% za wartos¢ docelowa, o ile nie wigze si¢ to ze zwigkszeniem ryzyka
niedocukrzen czy pogorszeniem jako$ci zycia pacjenta. W pozostatych przypadkach
celem terapeutycznym powinno by¢ osiggniecie HbAlc < 7,0%. Docelowa warto$¢
glikemii na czczo i przed positkami w samokontroli ulegla zmianie z 70—-110 mg/dl na
80—110 mg/dl. W Stanach Zjednoczonych i niektdrych krajach Europy w kryteriach
diagnostycznych uwzglgedniono warto§¢ HbAlc. Obecnie Polskie Towarzystwo
Diabetologiczne nie zaleca stosowania oznaczenia hemoglobiny glikowanej (HbA1c) do
diagnostyki cukrzycy, ze wzgledu na brak wystarczajacej kontroli jako$ci metod

laboratoryjnych w Polsce oraz nieustalong warto$¢ decyzyjna (odcigcia) HbAlc
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w rozpoznaniu cukrzycy dla polskiej populacji (Polskie Towarzystwo Diabetologiczne,
2016).

Rozpoznanie cukrzycy typu 1 w wieku dzieciecym i mtodzienczym nie jest trudne jesli
spetnione jest jedno z powyzej wymienianych kryteriow oraz wystepuja objawy
kliniczne pod postacig: zwigkszonego pragnienia, zwickszonej iloSci oddawanego
moczu, ubytku masy ciata, a w przypadku dhuzej trwajacego stanu nierozpoznanej
choroby réwniez $pigczki ketonowej. Potwierdzeniem rozpoznania cukrzycy typu 1 sa
badania immunologiczne i biochemiczne (Mysliwiec, 2007).

Warto nadmienié, iz pojawiaja si¢ nowe predykcyjne markery biochemiczne w T1D,
np.: profile lipidowe. Do takich markeréw naleza: fosfatydylocholina, ktéra wykazuje
niskie wartos$ci przy urodzeniu i zmniejszone stezenia triglicerydow oraz fosfolipidow,
a w kilka miesiccy przed serokonwersja autoprzeciwcial wzrasta poziom

lizofosfatydylocholiny prozapalne;.

1.1.3.1. Peptyd-C — oznaczenie destrukcji komorek .

W 1967 roku Steiner i wsp. wykazali istnienie jednotancuchowego polipeptydu -
proinsuliny, ktory w wyniku dziatania enzymoéw proteolitycznych rozszczepiany jest do
dwutancuchowej czasteczki insuliny i jednotancuchowego polipeptydu taczacego (ang.
connecting peptide), tak zwanego peptyd C. Insulina i peptyd C magazynowane sg w
ziarnisto$ciach komorek, a nastepnie wydzielane do krwioobiegu w stosunku
equimolarnym. Oznaczenie stezenia peptydu C jest obecnie najlepsza metoda na
poznanie rzeczywistej ilosci insuliny produkowanej przez trzustke. Metaboliczne
zmiany w naturalnym przebiegu cukrzycy typu 1 s3 oznaczone spadkiem wczesnej
odpowiedzi peptydu C przez co najmniej 2 lata przed wystgpieniem petnoobjawowe;j
T1D (Sosenko i inni, 2010).

W cukrzycy typu 1 na skutek proceséw autoimmunizacyjnych i destrukcji komorek
obnizenie stezenia peptydu C stwierdza si¢ zwykle juz w chwili rozpoznania choroby. Z
uwagi na roznice w dynamice tego procesu dalsze zmniejszanie si¢ tego st¢zenia
postepuje z rozng szybkoscia (Palmer, 2009).

Omoéwienie piSmiennictwa na temat zastosowania pomiarow peptydu C przedstawili
ostatnio Jones 1 Hattersley. Autorzy podkreslaja przydatnos¢ tego badania do
réznicowania mi¢dzy cukrzyca typu 1 a cukrzyca typu 2, a takze miedzy cukrzyca typu
1 a cukrzyca typu MODY (Jones i inni, 2013).
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Do ujawnienia si¢ cukrzycy typu 1 dochodzi przy destrukcji 80-90% komorek B, zasada
jest to, ze w chwili rozpoznania cukrzycy typu 1 stezenie peptydu C jest obnizone, przy
czym stopien tego obnizenia jest zroznicowany. Wiele czynnikow wpltywa na dynamike
obnizania si¢ st¢zenia peptydu C w pierwszych dwoéch latach po ujawnieniu si¢
cukrzycy, wsréd nich wymienia si¢ wiek w chwili rozpoznania choroby, stopien
kontroli glikemii, geny, a takze BMI. (Otto-Buczkowska, 2014)

Bodalski i wsp. wykazali, ze u pacjentéw z wyzszymi st¢zeniami peptydu C
W momencie rozpoznania cukrzycy remisja czeSciowa wystepowata znacznie czescie]
(61%) niz u chorych z niskim stezeniem peptydu C (37%) (Bodalski, 2003).

W innych publikacjach zwraca si¢ uwage na wyzsze stezenie peptydu C u dziewczat
w pierwszym roku trwania choroby (Schiffrin i inni, 1992).

Palmer i wsp. zwracaja uwage, ze dla dalszego przebiegu cukrzycy korzystne jest
stezenie peptydu C w chwili rozpoznania choroby > 0,6 ng/ml. Autorzy ci podkreslaja,
ze pacjenci z takim stezeniem peptydu C w chwili rozpoznania przez wiele nastepnych
lat maja lepsza kontrolg metaboliczng i znamiennie nizsze wartosci HbAlc oraz
mniejszg sktonnos¢ do powiktan (Palmer, 2004).

Oznaczenie C-peptydu znalazlo zastosowanie jako bezposrednia ocena zniszczenia
komorek B trzustki w procesie autoimmunologicznym. W przeciwienstwie do insuliny
nie jest on degradowany w watrobie. Dzigki czemu mozna dokladnie okresli¢, ile
insuliny zostatlo wyprodukowane przez trzustke i uwolnione do krwi. Jako norme
przyjmuje si¢ stezenie na czczo 1,2—1,8 ng/ml (400-600 pmol/l ub 0,36-0,7 nmol/l).

Po positku Iub po obcigzeniu glukoza poziom ten ulega podwyzszeniu.

1.1.3.2 Autoprzeciwciafa w diagnostyce cukrzycy typu 1.

Odpowiedz humoralna (limfocyty B) zwigzana z wytwarzaniem autoprzeciwciat
przeciwko antygenom komoérek [ odgrywa wazng role w procesie destrukcji wysp
trzustkowych. Przeciwciala p/wyspowe (ICA) byly opisane jako pierwsze, ale zostaly
zastgpione bardziej specyficznymi, w tym p/insulinowymi (IAA), p/dekarboksylazie
kwasu glutaminowego (GADA), p/fosfatazie tyrozynowej 2 (IA-2), a ostatnio,
p/transporterom cynku SIc30A8 (ZnT8A) (Canivell i inni, 2014).

T1D jest okreslona przez obecno$¢ jednego lub wigcej takich autoimmunologicznych

markerdéw (Lebastchi i inni, 2012).
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Przeciwciala przeciwinsulinowe IAA pojawiaja si¢ jako pierwsze, sa oznaczane
w celu przewidywania wystgpienia cukrzycy typu 1, zwlaszcza u dzieci w wieku
ponizej pieciu lat.

U miodszych 0sob, ryzyko zbliza si¢ nawet do 90% w ciggu 7 lat (Orbana i wsp. 2009).
Nastegpnie pojawiajg si¢ przeciwciata ICA, GAD, [A-2 oraz ZnT8A (Wenzlau i inni,
2007).

Przeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) wykrywa si¢
u 70-90% os6b przed wystgpieniem cukrzycy typu 1 1 w poczatkowym okresie
choroby, przy czym przewazaja przeciwciata anty-GADG6S. Przeciwciata anty-GAD
utrzymujg si¢ dtuzej niz pozostale typy przeciwcial wykrywane u chorych na cukrzyce

typu 1, a ponadto przypisuje si¢ im znaczenie w rozwoju nefropatii cukrzycowej

(Hansen i inni, 2015).

Przeciwciala przeciw wyspom trzustki (ICA) zostaly opisane w 1974 r. jako pierwsze
przez Bottazzo i wsp. (Bottazzo i inni, 1974). Naleza do klasy IgG, a ich miano zmniejsza
si¢ po ujawnieniu si¢ choroby. Stwierdza si¢ je u 60-80% badanych chorych

z niedawno wykrytg cukrzycg, a po roku ich miano maleje i s3 wykrywalne u 15-20%

chorych.
Antygen Czulos¢ Specyfi- | Obecnos¢ na Adnotacja
cznos¢ poczatku
T1D
ICA |[Wyspy trzustkowe 70% 99% 70-90% Pojedynczo dodatni
podobna
GADA |dekarboksylaza kwasu  [65-75% 99% 70-80% predykcyjno$é; w
glutaminowego potaczeniu > 3
zwickszaja ryzyko
wystapienia T1D do
TA-2 |fosfataza tyrozynowa 2 |50-90% 99%, 50-70% okoto 90%; niezalezne
od wieku.
IAA |Insulina/proinsulina 74% 99% ok 90%
ZnT8 |(Terminalna domena C  |65-75% 99% 60-80% _
transporteru cynku 8 Ohrrstion L@ g7
wiekiem;
Spadki szybko po
rozwinigciu T1D

Tabela 2.Charakterystyka istotnych autoprzeciwciat w cukrzycy typu 1. (Lebastchi i inni, 2012),
(Hansen i inni, 2015)
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Obecnos¢ TA-2 wskazuje na najwyzsze ryzyko wystapienia cukrzycy typu 1. (Ziegler,
2010).

Przeciwciata przeciwko IA2 wykrywane sg u 60-70% chorych na cukrzyce typu 1, przy
czym pierwsze objawy choroby moga pojawi¢ si¢ w ciggu 5 lat od momentu pojawienia
si¢ przeciwcial. (Christie i inni, 1997).

Przeciwciata IA-2, w przypadku cukrzycy typu 1 zwigzane sa z obecnoscig receptorow
HLA-DR4, ktore prezentujg autoantygeny limfocytom T CD4+, co prowadzi to do

powstania odpowiedzi autoreaktywnych limfocytow B. (McLaughlin i inni, 2014).

W zaleznosci od wieku zachorowania, autoprzeciwciata ZnT8 wystepuja u 60-80%
pacjentow z nowo wykryta cukrzycg typu 1. (Wenzlau i inni, 2007). Ostatnio czasteczke
ZnT8 zidentyfikowano rowniez jako wazny autoantygen prezentowany limfocytom
cytotoksycznym CD8+, ktére biorg czynny udzial w procesie destrukcji komorek [
w cukrzycy typu 1. (Wenzlau i inni, 2009). Ponadto w ostatnim czasie prowadzone s3
badania nad biatkiem ZnT8 wykorzystywanym w celu zahamowania progresji choroby.
Bialko to  zwigzane z HLA-A*0201 moze ograniczy¢ reakcje cytotoksyczne
limfocytow CDS8+. (Liiinni, 2013).

Biatka insuliny i ZnT8 wystepuja przede wszystkim w komorkach wysp trzustkowych,

natomiast GADG65 1 [A-2 sa zlokalizowane w wielu tkankach. (Lebastchi i inni, 2012).

Dodatni wynik w kierunku pojedynczego zdefiniowanego autoprzeciwciata (ang. single
defined autoantibody, d-aab) moze wynika¢ z obecnosci limfocytow B pamigci, ktore
mogg znajdowaé sie¢ w weztach chlonnych lub szpiku kostnym po krétkim
przemijajacym incydencie ,trzustkowym” nie powodujacym petnoobjawowej cukrzycy.
(LaGasse i inni, 2002). Uzyskane wyniki przez zesp6t LaGasse i wsp. potwierdzaja
wysokie ryzyko wystapienia cukrzycy typu 1 wséréd osob z dodatnim wynikiem co
najmniej dwodch przeciwciat dla trzech gtéwnych autoantygendow cukrzycy (GAD, 1A2 /
ICAS512 1 insuliny) oraz pokazuja, ze strategia ta moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana w przewidywaniu wystapienia cukrzycy typu 1 u dzieci w wieku
szkolnym. Z kolei inne badania u dorostych wskazuja, ze ww. przeciwciata sg
przydatne, ale niewystarczajace do przewidywania T1D. (Bottazzo, 2005), (Lampasona,

2010).
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Z przeprowadzonych badan w 2006 roku przez Seyfert-Margolis i wsp. oraz w 2009 r.
przez Herolda i wsp. wykazano, iz przedstawione autoprzeciwciata moga skutecznie
odrozni¢ pacjentow z T1D od oséb zdrowych. Szescédziesiat jeden procent pacjentow
z cukrzycg typu 1 wykazywalo obecnos¢ dwoch lub wigcej przeciwciat w porownaniu
do 0% w grupie kontrolne;.

Niektore autoprzeciwciala okazaly si¢ dobrym wskaznikiem mogacym przewidziec¢
wystapienie cukrzycy typu 1. Obecnos$¢ trzech lub wigkszej liczby ww. autoprzeciwciat
zwicksza ryzyko wystapienia cukrzycy o 50% w ciggu 5 lat (Krischer i wsp. 2003). U
0s6b miodszych ryzyko to wzrasta nawet do 90% w ciagu 7 lat (Orban 1 wsp. 2009).

I.2. Zaburzenia mechanizmoéw immunologicznych w rozwoju cukrzycy
typu 1.

Wedhug modelu ,sygnatlu zagrozenia” Polly Matzinger inicjacja swoiste]
odpowiedzi immunologicznej zalezy od rozpoznania nie tylko obcej natury antygenu,
ale takze warunkow, w jakich dany antygen jest prezentowany komorkom
immunokompetentnym. Jesli dane warunki zostang odebrane przez organizm jako
patologiczne, sprzyja¢ beda powstaniu odpowiedzi immunologicznej bez wzglgdu na to,
czy antygen jest wilasny, czy obcy. Komorki prezentujace antygen (APC, antigen
presenting cells) musza wigc otrzyma¢ dodatkowy ,,sygnat zagrozenia”, aby rozpoczac
odpowiedz immunologiczng. W sytuacji autoagresji takim sygnalem moze by¢
nieswoisty proces zapalny towarzyszacy uwalnianiu autoantygenow w wyniku
zniszczenia tkanek. (Matzinger, 1994)

Teoria Matzinger wpisuje si¢ w model patogenezy cukrzycy typu 1, stworzony przez
Nerupa i wsp. Zaktada on, ze po uszkodzeniu wysp trzustkowych przez czynniki
inicjujagce autoantygeny sa prezentowane przez komorki APC limfocytom T
pomocniczym CD4+ (Th, T helper), co prowadzi do ich aktywacji. Aktywne limfocyty
Th za posrednictwem produkowanych przez siebie limfokin indukuja apoptoze¢/nekroze
komoérek beta trzustki, powodujac naciek wysp trzustkowych komorkami
mononuklearnymi (insulitis) (Nerup i inni, 1994)

Podkresla si¢ role defektu mechanizméw regulacyjnych, w tym nieprawidtowe;j selekcji
autoantygenOw w grasicy w powstawaniu autoagresji.

Przetlomowe okazaly si¢ prace Sakaguchiego i wsp., ktorzy w 1995 r. odkryli iz

komoérkami odpowiedzialnymi za hamowanie rozwoju autoimmunizacji u myszy sa
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limfocyty T pomocnicze, ktore na swojej powierzchni maja receptor fancucha o IL-2
(CD25"). (Sakaguchi i inni, 1995)

Przypuszcza si¢, ze wystgpienie cukrzycy moze mie¢ zwigzek z redukcja liczby
limfocytow Tregs oraz oslabieniem ich aktywnosci supresyjnej oraz pojawienia si¢
opornych na regulacje patogennych limfocytow T. Nieprawidtowe dziatanie m.in.
limfocytow regulatorowych moze mie¢ kluczowe znaczenie w inicjowaniu zaburzonych
procesow immunologicznych, w wyniku ktéorych dochodzi do zatamania si¢
autotolerancji i postgpujacego zniszczenia komorek B wysp trzustkowych. (Gregori i inni,

2003) (Piccirillo i inni, 2004) (Li i inni, 2012)

1.3. Limfocyty T regulatorowe (Tregs)

Po raz pierwszy istnienie regulatorowych limfocytow T stwierdzono w 1969r. w
Archi Center Research Institute w Nagoi, w Japonii, w ktérym przeprowadzono
doswiadczenie, polegajace na usunigciu mysiemu zenskiemu noworodkowi grasicy.
Taka operacja przyczynifa si¢ do rozwinigcia si¢ zespotdw autoimmunologicznych w
wyniku ataku wiasnych komorek odpornosciowych na wilasne tkanki myszy. Co wigcej,
okazalo si¢, ze po wstrzyknieciu zwierzetom limfocytow T choroba ulegata regres;ji.
Naukowcy stwierdzili, ze w puli limfocytow T znajduja si¢ niescharakteryzowane blize]
komoérki pomagajace w hamowaniu odpowiedzi immunologicznej. Limfocyty Te
nazwano supresorowymi limfocytami T. W 1995r. Sakaguchi z Uniwersytetu w Kioto,
jako pierwszy wykazat marker chrakteryzujacy Limfocyty Tregs, biatko CD25 (receptor
dla interleukiny 2) oraz udowodnit, ze Tregs nalezg do subpopulacji TCD4+.

Jednym z istotnych mechanizmow regulacji odpowiedzi uktadu immunologicznego sa
limfocyty T-regulatorowe (Tregs), ktore sprawuja nadzor nad pozostatymi elementami
uktadu immunologicznego. Limfocyty Te hamujg proliferacje limfocytow
efektorowych, jak i wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych. Niedobor ich liczby
lub uposledzenie ich funkcji moze prowadzi¢ do pojawienia si¢ odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko wlasnym antygenom natomiast ich nadmierna
liczba badz czynnos¢ moze prowadzi¢ do zaburzenia odporno$ci i innych konsekwencji

immunosupresji.
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Rysunek 3. Zwiekszona ekspansja i aktywnos¢ limfocytow Teff o ograniczonej liczbie Tregs i
funkcji w chorobach autoimmunologicznych, takich jak T1D. Zrédto: (Pham i inni, 2016)

U ludzi ich obecnos¢ stwierdzono m.in.: w krwi obwodowej, grasicy, $ledzionie,
migdatkach i krwi pepowinowej. Zroznicowana fenotypowo populacja limfocytow
Tregs bierze udzial m.in. w odpowiedzi przeciwinfekcyjnej, przeciwnowotworowej
1 poszczepiennej, wytwarzaniu tolerancji na antygeny pokarmowe, bakterie
saprofityczne 1 transplantacyjne, w hamowaniu limfocytow autoreaktywnych.
Mechanizm dziatania komorek regulatorowych opiera si¢ o uwalnianie cytokin
o dziataniu supresorowym. (IL-10, TGF-B) badz zachodzi na drodze bezposredniego
odziatywania z komorka docelowa poprzez prezentacje receptorow supresyjnych. Tregs
wywieraja swoje dziatanie regulacyjne na limfocyty T, komorki NK i komérki NKT, na
limfocyty B 1 komorki prezentujace antygen (APC) (Tan i inni, 2014).

W ostatnich latach Limfocyty Tregs przedstawia si¢ jako kluczowy element homeostazy
immunologicznej. W kilku badaniach oceniano role deficytu ilosci lub funkcji
limfocytow Tregs w rozwoju i utrzymywaniu choréb autoimmunologicznych. Takie
defekty sa wynikiem uszkodzenia samych limfocytow Tregs lub skutkiem czesciowej
opornosci na aktywowane komorki efektorowe (Miyara i inni, 2011). Na przyklad,
Lawson i wsp. stwierdzili ze Tregs CD4'CD25" ulegly zmniejszeniu we krwi
obwodowej u pacjentow z wezesnym reumatoidalnym zapaleniem stawoéw (Lawson i inni,

2006), a bardziej wspdtczesne badania rowniez potwierdzity te wyniki (Jae-Ryong i inni,
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2012) (Li i inni, 2014). Co wiecej, zaburzenia limfocytow Tregs stwierdzono niedawno
u pacjentOw z u pacjentdw z toczniem rumieniowatym uktadowym (SLE) (Nocentini i

inni, 2014).

Konsekwencje braku limfocytéw Tregs wida¢ najlepiej na przykladzie zespohlu
chorobowego IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
), w ktorym wystepuje mutacja w genie foxp3, kluczowym dla aktywnosci nTregs.
Charakterystycznymi objawami I[PEX w wieku noworodkowym sa atopowe zapalenie

skory, wodnista biegunka i T1D (Bennett i inni, 2001) (Marek-Trzonkowska i inni, 2013).

Znaczenie Tregs w regulacji odpowiedzi immunologicznej jest rOwniez omawiane na
przyktadzie badan dotyczacych ludzkich nowotwordéw. Liczba limfocytow Tregs jest
podwyzszona w réznych typach guzow, takich jak rak piersi, rak phuc, czerniaka
ztosliwego (Nishikawa i inni, 2010).Obecno$¢ duzej proporcji komorek CD4 + Tregs
w limfocytach naciekajacych nowotwor, przy zmniejszonej proporcji komérek T CD8 +
w stosunku do Tregs, jest zwigzana ze ztym rokowaniem dla takich nowotwordéw jak:

rak piersi, jajnika i zotagdka (Sato i inni, 2005).

1.3.1. Rodzaje limfocytow T regulatorowych

Limfocyty Tregs CD4 + mozna przedstawi¢ jako dwie odrebne subpopulacje:
Tregs powstajace w grasicy (tTregs, nTregs — natural Tregs), ktore rozwijaja si¢ jako
odrgbna linia 1 charakteryzujg si¢ stabilnym fenotypem i funkcja, oraz Tregs
indukowane na obwodzie (pTregs, iTregs -indukowane), ktore wydaja si¢ by¢
przeksztatcone z konwencjonalnych komérek CD4 + efektorowych T w odpowiedzi na
sygnaty mikrosrodowiska. Sg to limfocyty pomocnicze produkujace cytokiny: IL-10
(limfocyty Trl) i TGF-B (limfocyty Th3) (Geiger i inni, 2012).
Badania Taamsa i wsp. wykazaly, iz Limfocyty Tregs moga powstawa¢ w rezultacie
transformacji wysoce zroznicowanych limfocytow T pamigci, podczas prezentacji
limfocytom antygenu przez nieprofesjonalne komorki APCs. Doswiadczenia
przeprowadzone w warunkach in vitro na limfocytach mysich i ludzkich potwierdzaja
mozliwo$¢ powstawania limfocytow Tregs CD4+ CD25+ z limfocytow T CD4+ CD25—
. Takie zjawisko zostatlo odnotowane w hodowli komoérek w obecnosci TGF- oraz

TGF-B 11L-2 (Zhengi inni, 2004).
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Rysunek 4.Rozwdj i charakterystyka limfocytéw Tregs (Tregs) pochodzqcych z grasicy (tTregs) i
obwodu Tregs (pTregs). Przedstawiono gtdwne markery obecne w subpopulacjach limfocytow
Tregs (Petrillo i inni, 2015).

Wysoki poziomow ekspresji CD25 1 FOXP3, niezdolno$¢ do wytwarzania interleukiny
2 (IL-2) oraz do proliferacji in vitro sa cechami definiujacymi komorki nTregs.
Podstawowy sposob ich dzialania immunosupresyjnego jest zalezny od ich

bezposrednich kontaktow z komorkami efektorowymi (Tan i inni, 2014).

1.3.1.1. Markery limfocytow T regulatorowych (Tregs)

U czlowieka fenotypowe wilasciwosci limfocytow Tregs sa o wiele bardziej
zroznicowane. Réwniez wytypowanie populacji limfocytéw Tregs sposrdd limfocytow
izolowanych od pacjentow sprawia o wiele wigcej trudnosci (Trzonkowski i inni, 2004).
Za najbardziej swoiste markery komorek T regulatorowych CD4'CD25" uwaza sie
wewnatrzkomérkowy czynnik transkrypcyjny FoxP3 (ang. forkhead fox P3) (represor
transkrypcji IL-2) bedacy gldéwnym regulatorem ich rozwoju i funkcji, czasteczke LAG-
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3 (CD223) bedaca homologiem CD4 negatywnie regulujacym ekspansj¢ limfocytow T
i ich homeostaze oraz brak receptora dla IL-7 (IL-7R) — CD127 (Liu i inni, 2006).

1.3.1.1.1. Jadrowy Czynnik Transkrypcyjny P3 (FoxP3)

W procesie dojrzewania populacji limfocytow Tregs CD4+ CD25+ podkresla si¢ role
takich receptorow i cytokin jak: CCR8, CD28, CD40, B7.1, B7.2, IL-2 i TGF-p3, ktore
sa niezbedne do prawidlowego uksztattowania i funkcjonowania tych komorek. Oprécz
zmian morfologicznych zachodzacych na powierzchni komorki, Limfocyty Tregs
»habywaja” swoisty dla komorek jadrowy czynnik transkrypcyjny P3 (Foxp3). ktory po
raz pierwszy zostal zidentyfikowany wlasnie w tych komorkach. Wecze$niej
za wiarygodny marker nTregs uwazano podjednostke o receptora dla IL-2 (CD25),
jednak CD25 jest rowniez markerem aktywacji innych limfocytow, dlatego tylko na
podstawie jego wysokiej ekspresji (CD25high) mozna charakteryzowa¢ populacje
nTregs (Campbell i inni, 2007). Badania Hori 1 wsp. wykazaty, iz transfer za pomoca
sondy retrowirusowej mRNA biatka Foxp3 naiwnym komoérkom T powoduje przejscie
ich w stan anergii i nabycie cech fenotypowych oraz czynnosciowych limfocytow
Tregs, ze zdolno$cia do hamowania innych komoérek ukladu immunologicznego
wlgcznie. Limfocyty z pozytywnie wprowadzona sonda mRNA biatka Foxp3
przeciwdziataty rozwojowi chor6b autoimmunizacyjnych (Hori i inni, 2003).

Foxp3 hamuje ekspresj¢ genéw cytokin na skutek oddziatywan z jednym z kluczowych
czynnikow transkrypcyjnych NFAT. Wzbudzenie ekspresji Foxp3 w komorkach
CD4+CD25- nadaje im w petni funkcjonalny fenotyp regulatorowy. To odkrycie dato
nowy obraz biologii limfocytow T regulatorowych i przyczynito si¢ do rozwoju terapii
w leczeniu schorzen na podlozu immunologicznym. Z kolei funkcja FoxP3 jako
czynnika transkrypcyjnego jest zalezna od stopnia jego metylacji.

U myszy z mutacjg w genie foxp3, tzw. myszy sf (scurfy), komorki CD4+CD25+
powstaja, ale nie wykazuja wlasciwosci regulatorowych. Jedna =z cech
charakterystycznych dla limfocytow T izolowanych od myszy sf jest ich spontaniczna
proliferacja i produkcja cytokin w warunkach in vitro. Limfocyty T CD4+ od myszy sf’
sa nadreaktywne, a czynniki transkrypcyjne NFAT i AP-1 sg u nich stale aktywne. Poza
tym limfocyty T od tych myszy w warunkach in vitro byly oporne na stymulacj¢
poprzez TCR, stabo proliferowaly i wydzielaly niewielkie ilosci IL-2.  Skutki
wynikajgce z mutacji badz tez delecji genu foxp3 sa podobne do tych, ktére powstaja po
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usuni¢ciu populacji limfocytow T regulatorowych, a wiec sa zwigzane z rozwojem
choréb o podiozu autoimmunizacyjnym . Myszy sf umieraja w wyniku zaburzen
limfoproliferacyjnych, a ich $mierci zapobiec moze jedynie transfer limfocytow Tregs
od myszy typu dzikiego (Khattri i inni, 2003) (Lin i inni, 2007).

Metylacja DNA w okreslonym obszarze w obrgbie miejsca Foxp3, nazywanym Tregs-
specyficznym regionem demetylowanym (TSDR), powoduje wylaczenie transkrypcji,
a tym samym funkcji regulatorowej limfocytow Tregs. W warunkach fizjologii region
ten jest hipometylowany w naturalnych limfocytach Tregs, natomiast silnie
zmetylowany w indukowanych limfocytach Tregs i populacjach efektorowych (Battaglia
iinni, 2011) (McMurchy i inni, 2011).

Z badan wynika, ze do prawidlowej funkcji limfocytow Tregs konieczna jest nie tylko
obecno$¢ czynnika transkrypcyjnego Foxp3, ale takze odpowiedni poziom jego
ekspresji, ktorego obnizenie moze wskazywaé na zaburzenia immunoregulacyjne u
pacjentéw z chorobami o podlozu zapalnym i autoimmunizacyjnym, takimi jak
cukrzyca, celiakia, choroba Le$niowskiego-Crohna czy stwardnienie rozsiane (Ryba, i
inni, 2010).

W przeciggu ostatnich latach zidentyfikowano nowy czynnik transkrypcyjny Helios

charakterystyczny dla limfocytow Tregs (Thornton i inni, 2010).

1.3.1.1.2. Podjednostka a receptora dla IL-2 (CD25).

Ekspresja CD25 jest wyraznie widoczna zaréwno na ludzkich jak i mysich
konwencjonalnych, aktywowanych limfocytach T CD4 i tylko komoérki z najwyzsza
ekspresja tego biatka (CD25 bright) zostaly uznawane jako Tregs. Limfocyty T
CD4'CD25" (Tregs) stanowia od 5 do 10% wszystkich obwodowych komorek CD4"
i charakteryzuja si¢ stalg i wysoka ekspresja podjednostek a receptora IL2 (CD25), co
odréznia je od aktywowanych limfocytow T CD4".

1.3.1.1.3. Antygen CD127 — receptor dla IL-7

Inng wazng fenotypowo cechg limfocytow Tregs u czlowieka jest brak ekspresji
receptora dla IL-7 (CDI127). Wykazano, ze ekspresja FOXP3 jest odwrotnie
proporcjonalnie skorelowana z ekspresja tego antygenu. Jednoczesne wykazanie

wysokiej ekspresji CD25 i niskiej ekspresji CD127 pozwolito na wyznaczenie populacji
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komoérek, w ktorej okoto 98% limfocytow wykazuje obecnos¢ antygenu FOXP3. Ten
fakt umozliwil sortowanie dla celow terapeutycznych stosunkowo czystej populacji
limfocytow Tregs (Trzonkowski i inni, 2004). Wykazano, iz powierzchniowa ekspresja
czasteczki CD127 pozostaje w odwrotnej korelacji z ekspresja Foxp3 na limfocytach

Tregs (Vrabelova i inni, 2008).

1.3.1.1.4. Antygen CD45RA

Liczba naiwnych limfocytow Tregs CD4+CD25+CD45RA+ obecnych we krwi i w
weztach chlonnych zmniejsza si¢ wraz z wiekiem, prawdopodobnie wraz z inwolucja
grasicy jako podstawowym zrodlem dziewiczych limfocytow Tregs.

Zaproponowana przez Cvetanovich i Hafler i udoskonalona przez Sakaguchi i
wspoOtpracownikow charakterystyka fenotypowa naturalnych Tregs u czlowieka
wskazuje dwie zasadnicze populacje regulatorowych limfocytow T CD4: nTregs:
dziewicze  (naiwne) 1  spoczynkowe  Limfocyty  Tregs z  ekspresja
CD25""*CD45RA'FOXP3™" i Limfocyty Tregs efektorowe i aktywowane z ekspresja
CD25"""CD45RAFOXP3"E" Limfocyty Te cechuje tez ekspresja antygenu CD45RO
co mogloby wskazywa¢ ich pamigciowy charakter jednakze sa to przede wszystkim
komorki efektorowe. Limfocyty z niskg ekspresja FOXP3 i brakiem antygenu CD45RA
nalezg do limfocytow nie-Tregs (ang. non-Tregs) wykazujacych zdolnos¢ wydzielania
IL-2, IFN-y 1 IL-17. Wsrod efektorowych limfocytow Tregs wyrdznia si¢ ponadto
subpopulacje o zmiennej ekspresji antygenow ICOS 1 HLA-DR, ktore charakteryzuje
odmienna aktywnos$¢ proliferacyjna, zdolno$¢ do syntezy cytokin a takze sposob
wywolywania supresji w komoérkach docelowych. Ponadto Limfocyty Tregs cechuje
obecnos$¢ antygenow GITR, wspomnianego powyzej kostymulujacego antygenu CTLA-
4 a takze antygenu CD39, bedacego ektonukleotydaza obecng na efektorowych
komoérkach pamigci TREM (ang. T regulatory effector/memory cells) (Cvetanowich i inni,

2011) (Sakaguchiiinni, 2010).

37



I. Wstep

1.3.1.1.5. Czgsteczka CD62L (L-selektyna)

Doswiadczenia na myszach NOD wykazaty, iz przed rozwojem cukrzycy moga chroni¢
tylko limfocyty T regulatorowe z ekspresja czasteczki CD62L (L-selektyny),
TregsCD62L- natomiast sg nieskuteczne (Szanya i inni, 2002). CD62L jest gldéwnym
receptorem zasiedlania limfocytéw T do wezldw chlonnych. Czasteczka ta odpowiada
za przytwierdzanie i toczenie limfocytow do zylek z wysokim $rodblonkiem (HEV)
obecnych w wezlach chionnych. Przeprowadzone badania wskazuja, ze subpopulacja
Tregs CD62L+ jest znacznie lepsza w zapobieganiu zardwno autoimmunizacji, jak i
GVHD (przeszczep przeciw gospodarzowi) niz jej odpowiednik bez ekspresji CD62L
(Ermann i inni, 2005) .

Limfocytom Tregs przypisuje si¢ role ochronng przed rozwojem autoimmunizacji, co
opisano m.in. w mysim modelu cukrzycy typu 1. W badaniach na tym modelu
jednoznacznie wykazano, ze regulacja przez komoérki o naiwnym fenotypie (ekspresja
CD62L) jest w tym przypadku najbardziej znaczaca. Jednak w badaniach in vitro nie
wykazano wyzszej aktywnosci supresyjnej subpopulacji Tregs CD62Lhigh w
poréwnaniu z subpopulacjag CD62LIow. Réznice w zdolno$ci regulatorowej tych dwoch
subpopulacji odzwierciedlaja raczej ich wlasciwosci migracyjne niz aktywnosé
supresorowa, gdyz ekspresja CD62L nie wptywala na funkcje supresorowa Tregs.
Ponadto Limfocyty Tregs wyizolowane bezposrednio z wysp trzustkowych myszy NOD
miaty fenotyp CD62LIow, a to sugeruje, ze cze$¢ komoérek regulatorowych moze w
warunkach in vivo réznicowaé si¢ w komorki efektorowe/pamigci. Ich migracja do
trzustki nie jest zalezna od receptora CD62L (You i inni, 2004) (Lepault i inni, 2000).
Odmienng aktywnos$¢ supresyjna subpopulacji Tregs CD62L+ wykazaty badania Fu
i wsp., w ktérych pokazano, ze subpopulacja limfocytéow Tregs CD62L+, w poréwnaniu
do subpopulacji CD62L-, w warunkach in vitro charakteryzuje si¢ lepsza aktywnoscia
proliferacyjng i zachowuje funkcje supresorowe przez co najmniej 30 dni hodowli.
Potwierdzili to tez inni badacze. Tregs o fenotypie CD62L+ charakteryzuja si¢
najlepszymi zdolno$ciami immunosupresyjnymi i tylko one s3 w stanie zatrzymac
rozwdj choroby u myszy NOD (non-obese-diabetic mice) (Fu i inni, 2004).

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz naturalnie wystepujace limfocyty T regulatorowe sa
zdolne do utrzymania ekspresji CD62L, w przeciwienstwie do konwencjonalnych
limfocytow T, ktore obnizaja ekspresje tej czasteczki po aktywacji. Roznice

w aktywnosci tych dwoch subpopulacji limfocytow Tregs nadaja znaczenia
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mechanizmowi migracji tych komorek do obwodowych narzadow limfatycznych w celu

hamowania rozwoju procesu zapalnego (Kim, 2006).

1.3.2.1. Rola limfocytow Tregs w patogenezie cukrzycy.

W badaniach eksperymentalnych Wu i wsp. obserwowali niedobdr limfocytow
Tregs w grasicy 1 $ledzionie myszy chorych na cukrzyce. Dodatkowo badacze
potwierdzili takze wspotzalezno$¢ miedzy Tregs, a podawaniem TNF-o. Wiadome jest,
iz iniekcje TNF-a wywotluja cukrzyce, za$ przeciwciata przeciwko TNF-a zapobiegaja
ujawnieniu si¢ choroby. Kuracja za pomocg TNF-a w doswiadczeniu Wu 1 wsp.
zmniejszala liczb¢ Tregs w grasicy i $ledzionie myszy z cukrzycg NOD (non-obese-
diabetic mice), natomiast podawanie antyTNF-o wywotywato wzrost ich liczby. Jest
zatem prawdopodobne, ze antyTNF-a dziata w cukrzycy poprzez wptyw na limfocyty T
regulatorowe (Ryba, 1 inni, 2010) (Wu i inni, 2002). Jednak niektore prace kwestionuja
istnienie zaburzen liczby limfocytoéw Tregs w cukrzycy typu 1. Na przyktad w jednym z
badan przeprowadzonych na duzej grupie pacjentow z cukrzyca typu 1, nie wykazano
roznic w odsetkach komérek CD4'CD25 FoxP3" miedzy grupa badang, a kontrolng.
Autorzy tego opracowania obserwowali brak zmian w odsetkach komorek T
regulatorowych w czasie trwania choroby, np. po kilku miesigcach od zachorowania.
Wyjasnienia wymaga ocena funkcjonalna komorek T regulatorowych w tej jednostce
chorobowej (Brusko i inni, 2007).
Nalezy pamigtac, ze to nie liczba, a funkcja limfocytéw Tregs, moze ulegac¢ zaburzeniu
w czasie zachorowania na cukrzyce. Dotyczy to w szczego6lnosci ich mozliwosci
supresyjnych, ale takze produkcji cytokin w tym zwigkszenia produkcji IFN-y
1 uposledzenia wytwarzania IL-10. Dodatkowo limfocyty Te charakteryzowaty sie¢
wzrostem ekspresji antygenow CD69 oraz CTLA-4. Supresyjna funkcja limfocytow
Tregs w cukrzycy jest najprawdopodobniej zalezna od TGF-f (Ryba i inni, 2006).
Zaburzenia liczby i1 dysfunkcja limfocytow Tregs moze wywolywaé nadreaktywnosc¢
komoérek efektorowych TCD4', co prowadzi do wytwarzania cytokin prozapalnych i

uszkodzen komorek B w wyspach Langerhansa.

Limfocyty Tregs posrednicza w zapobieganiu autoimmunizacji na kilka sposobow.
Pierwszy z nich dotyczy zapobiegania aktywacji komorek autoreaktywnych limfocytow

T 1 r6znicowania w weztach chlonnych. Limfocyty Tregs usytuowane wokét komoérek
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dendrytycznych w weztach chlonnych moga zapobiega¢ wczesnym etapom aktywacji
limfocytow T efektorowych. Tregs zatrzymuja migracje komorek T efektorowych
(Teff) do weztow chlonnych trzustki, gdzie wystepuja komoérki dendrytyczne (DC)
prezentujace antygen, co zapobiega powstawaniu autoreaktywnych limfocytow T. Tregs
moga wptywac na interakcje miedzy Teff i komoérkami prezentujacymi antygen (APC),
poniewaz moga tworzy¢ trwale potaczenia z DC, zapobiegajac kontaktom migdzy Teff
i APC prezentujacymi antygeny trzustkowe (Tan i inni, 2014). Bezposredni kontakt
komorka-komoérka pomiedzy Tregs i komorka dendrytyczng (DCS) hamuje dojrzewanie
DC. W konsekwencji DC wykazuja niskie poziomy molekut kostymulujacych (CD80
i CD86) wymaganych do aktywacji komérek T naiwnych (Marek-Trzonkowska i inni,
2013).

Drugim sposobem thumienia aktywacji komoérek przez Tregs obejmuje aktywacje,
proliferacje i nastepnie taksje limfocytow Tregs do dotknigtej zapaleniem tkanki, by
lokalnie hamowa¢ funkcje limfocytow efektorowych. Tregs przez kontakt z limfocytami
efektorowymi Teff moga je niszczy¢é z udzialem cytotoksycznych ziarnistosci
zawierajacych perforyne i granzymy.

Limfocyty Tregs moga rowniez regulowa¢ autoimmunologiczne zapalenie wysp trzustki
poprzez kontrolg innych rodzajow komoérek uktadu immunologicznego. Przeniesienie
Tregs do trzustki z insulitis spowodowalo zmniejszenie liczby makrofagéw w trzustce
i hamowanie wytwarzania szkodliwych cytokin. Ponadto naturalne komorki
cytotoksyczne (NK), moga by¢ celami Tregs (Tan i inni, 2014).

Prowadzone s3 liczne badania kliniczne majace na celu przywrocenie tolerancji
immunologicznej przez indukcje Tregs lub bezposrednia infuzje limfocytow Tregs, za
pomoca ktérych bedzie mozna zahamowaé autoreaktywnos$¢ i leczy¢ zaburzenia

autoimmunologiczne (Wallberg i inni, 2013).

1.3.2. Limfocyty Tregs w terapii

Limfocyty T regulatorowe zostaly uzyte jako lek po raz pierwszy na $wiecie w
roku 2007 w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym w Klinice Hematologii
i Transplantologii w leczeniu choroby przeszczep przeciw gospodarzowi, a obecnie
takze w leczeniu cukrzycy typu 1 w Klinice Pediatrii Diabetologii i Endokrynologii oraz
w leczeniu stwardnienia rozsianego w Klinice Neurologii Dorostych w ramach

programu STRATEGMED NCBIiR. Proby klinicznego stosowania tych komorek trwaja
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obecnie w kilkunastu o$rodkach europejskich i w USA (Trzonkowski i inni, 2009) (Marek-

Trzonkowska i inni, 2012) (Marek-Trzonkowska i inni, 2014) (Bluestone i inni, 2015).

Limfocyty Tregs odgrywaja kluczowa rolg w utrzymaniu tolerancji immunologicznej na
przeszczep  (Trzonkowski i inni, 2009). Dzigki swoim  wlasciwosciom
immunosupresyjnym, ktére utrzymuja ex vivo moga byC¢ stosowane w terapii
komorkowej i atrakcyjnej nowej strategii zwalczania przewleklego odrzucenia, co
pozwolifoby na  wyeliminowanie konieczno$ci  stosowania  immunosupresji
farmakologicznej. Limfocyty Tregs moga fizjologicznie hamowa¢ limfocyty T
efektorowe majac przy tym nizsze ryzyko wystgpienia efektow ubocznych niz
klasyczne leki immunosupresyjne. Ponadto, Limfocyty Tregs sg zdolne do indukowania

dhlugoterminowej tolerancji immunologicznej (Wang i inni, 2013) (Golab i inni, 2013).

Na przyktadzie T1D pojawity si¢ liczne badania kliniczne majace na celu przywrocenie
tolerancji immunologicznej poprzez indukcje limfocytow Tregs lub bezposrednia
infuzje limfocytow Tregs, np.: terapia anty-CD3, terapia antygenowa z uzyciem
peptydow  dekarboksylazy = kwasu  glutaminowego (GAD), transplantacja
krwiotworczych komoérek macierzystych (HSCT), autologiczna transfuzja krwi
pepowinowej. Niektére z tych metod leczenia okazaty si¢ skuteczne, jak wykazano
przez zwigkszone poziomy C-peptydu i zmniejszenie dziennej dawki zapotrzebowania
na insuling, natomiast inne nie spehity ich pierwotnych zatozen (Tan i inni, 2014).

Dobrym przyktadem sa terapie z uzyciem antygenow specyficznych dla insuliny lub
innych peptydow podawanych donosowo lub doustnie, ktéore powinny indukowaé
tolerancj¢ wysepek trzustkowych. W wiekszosci przed- i klinicznych badaniach, w
ktorych ta strategia okazala sukcesem, tolerancja byta zalezna od Tregs (Staeva-Vieira i
inni, 2007). Stad istniejg sugestie, ze terapia komodrkowa z limfocytami Tregs powinna

by¢ skuteczna, aby zatrzymaé¢ T1D (Brusko i inni, 2008).

Szereg badan klinicznych wykazalo, ze iniekcja Tregs w transplantacjach
haploidentycznych krwiotwoérczych komodrek macierzystych moze zapewni¢ trwatg
tolerancj¢ immunologiczng. Ponadto liczne badania wykazaly, ze FoxP3 + Tregs
i alospecyficzne typu 1 limfocyty regulatorowe (TR1) zapobiegaja graft-versus-host
disease (GVHD) bez hamowania rekonstytucji immunologicznej (Trzonkowski i inni, 2009)

(Di lanni i inni, 2011) (Trzonkowski i inni, 2015)
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Trwaja badania nad proba leczenia pacjentdow z nowo powstala T1D z uzyskanych ex
vivo autologicznych poliklonalnych Tregs (CD4+CD25+CD127-/niska) Wstepne
wyniki sg zachecajace, pozwalajace uwierzy¢ ze przeprogramowanie Tregs lub wlew
autologicznych Iub alogenicznych limfocytéw Tregs moze zmieni¢ naturalny przebieg
choroby autoimmunologicznej. Potrzebne sg wysitki majacych na celu opracowanie
lekow zdolnych przeprogramowac Tregs i ustali¢, ktore subpopulacje limfocytow Tregs
najlepiej nadajg si¢ do wykorzystania w terapii komorkowej (Miyara i inni, 2014) (Himmel
iinni, 2012).

Obecnie trwaja zaawansowane proby wykorzystania komorek supresorowych
w leczeniu eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia mozgu, zapalenia
sluzowki zotadka, zapalenia tarczycy, jajnikoéw, SLE i chorob zapalnych jelit, a takze
wczesnie wykrytej cukrzycy typu I u dzieci (Kohm i inni, 2002) (Frey i inni, 2005) (DiPaolo i

inni, 2005) (Marek-Trzonkowska i inni, 2013).

Opracowywane s3 rowniez strategie terapeutyczne majace na celu zmniejszanie
liczebnosci i ostabienie funkcji supresorowej limfocytow Tregs. Tego typu rozwigzanie
moze by¢ stosowane w leczeniu przewlektych infekcji wirusowych i bakteryjnych, jak
roéwniez w terapii przeciwnowotworowej. Zaaprobowane klinicznie sg dwa przeciwciata
hamujace Limfocyty Tregs (anty-CTLA4 o nazwie ipilimumab oraz antyPD1 o nazwie
nivolimab). Doswiadczalnie w tym celu probuje si¢ hamowaé ekspresje bialka Foxp3,
jego wigzanie z DNA, neutralizuje si¢ cytokiny niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania limfocytow Tregs oraz blokuje czasteczki CD25 i GITR (Shimizu i inni,
2002) (Callahaniinni, 2010).
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II. Cele i zatozenia pracy

Il. Cele i zalozenia pracy

1. Celem niniejszej pracy jest ocena odpowiedzi immunologicznej na terapie

komorkowa cukrzycy typu 1 w oparciu o namnozone sztucznie limfocyty

regulatorowe CD4'CD25'CD127".
Analiza fenotypu limfocytow T regulatorowych
CD3/CD4/CD25/CD127/CD45RA/CD62L/FoxP3
Analiza markeréw metabolicznych

Analiza cytokin

2. Identyfikacja czynnikdw majacych wplyw na skuteczno$¢ terapii komérkami

Tregs.

3. Oszacowanie zwigzku antygenoéw zgodnos$ci tkankowej HLA z przebiegiem

terapii Tregs.

Typowanie HLA metoda PCR-SSP na poziomie niskiej rozdzielczosci.
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lll. Materiaty i Metody

lll.1. Kryteria doboru badanych oséb.

Badanie zostalo przeprowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinkach i zostalo
zatwierdzone przez Komitet Etyki Uniwersytetu Medycznego w Gdansku, Polska
(NKEBN / 8/2010 z pdzniejszymi zmianami).

Zbadano dwadzie$cioro dwoje dzieci rasy kaukaskiej pochodzacych z Polski ze §wiezo
rozpoznang T1D.

Charakterystyke kliniczng grupy przedstawiono ponizej w tabeli nr 3.

Charakterystyka kliniczna grup badanych

Grupa leczona (n=12) Grupz(lnriel:loe)c zona

Wiek (lata) [mediana; min-max] 12.2; 8-16 11.5;7-16
BMI [ mediana; min-max] 17.1; 12.5-23.5 16.7; 14.2-20.8
Zdiagnozowana polidypsja 5 3
(liczba pacjentow)
Zdiagnozowana poliuria 5 3
(liczba pacjentow)
Utrata wagi w czasie diagnozy (liczba 4 3
pacjentow)
pH w czasie diagnozy (krew wlosniczkowa) ) )
[mediana: min-max] 7.40; 7.36-7.42 7.39; 7.35-7.53
pO, w czasie diagnozy krew wto§niczkowa - ) )

He) [mediana: min-max] 69.3; 24.1-88.0 69.5; 56.0-86.6
pCO, w czasie diagnozy (krew wto$niczkowa ) )
- mmHg) [mediana: min-max] 39.6; 28.0-46.9 38.0; 24.0-40.7
HCO; w czasic diagnozy (krew 24.15; 18.8-27.4 23.6;21.3-25.2
wlosniczkowa - mmHg) [mediana; min-max]
Rownowaga kwasowo-zasadowa w czasie . )
diagnozy (BE - mEq/l) [median; min-max] 0.05;-7.8-3.2 -0.5;-3.8-0.9
Sat02 w czasie diagnozy (krew 94.1: 90.2-973 95 4: 92.4-972
wloéniczkowa - %) [median; min-max| o ' o )
Przeciwcialo anty-GADG65 (liczba pacjentow) 9 9
ICA (liczba pacjentow) 7
IAA (liczba pacjentdéw) 7 4

Tabela 3.Charakterystyka kliniczna grup badanych.

Ogolny stan zdrowia i stan metaboliczny badanych oséb byl kontrolowany przez 24

miesiecy od daty wigczenia do badania.
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Dobrano grupe kontrolng, 10 pacjentéw nieleczonych, dopasowanych pod wzgledem
wieku, plei i czasu trwania choroby.

Materiatl badawczy stanowila krew obwodowa i surowica grupy badanej i kontrolne;.
Grupa badang byli pacjenci poddani adoptywnemu leczeniu limfocytami T
regulatorowymi CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(-) w wieku od 5 do 18 r.z., plci
meskiej 1 zenskiej, ze $wiezo rozpoznang cukrzyca typu 1 (pacjenci w okresie do 2
miesigcy od rozpoznania cukrzycy typu 1). W badaniach laboratoryjnych wykazujacy
dodatnie miano autoprzeciwciat (ICA, TIAA, GAD) — wysokie miano jednego
z przeciwciat (> 4-krotno$¢ normy, nie dotyczy ICA) lub niskie miana dwoch lub trzech
przeciwcial (2-4-krotno$¢ normy) oraz poziom peptydu C na czczo w osoczu wickszy
niz 0.4ng /ml. Ponadto wymagane bylo zaangazowanie pacjenta i jego rodzicoOw
zdefiniowane jako samodzielne monitorowanie poziomu glukozy nie mniej niz trzy razy
dziennie, oraz dzienne odnotowywanie podawania zastrzykow insuliny lub pompy
insulinowej. Ponadto stabilny stan psychiczny chorych i ich opiekunéw. Chory musiat
posiada¢ dostep zylny gwarantujacy donacje krwi.

Cukrzyce typu 1A diagnozowano w oparciu o zalecenia Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego (Diabetologia Praktyczna, 2009) przeprowadzajac pomiar stezenia
glukozy na czczo i w dowolnej porze doby oraz w drugiej godzinie doustnego testu
tolerancji glukozy, a takze oznaczajac poziom peptydu C i autoprzeciwciat: anty-GAD,
ICA1TAA.

W zwigzku z niepetnoletnos$cia grupy badanej wszyscy chorzy za posrednictwem
swoich opiekundéw prawnych musieli wyrazi¢ pisemng zgode na udziat w projekcie.
Grupe kontrolng stanowili pacjenci spekiajacy rowniez wyzej wymienione kryteria,
u ktéorych nie mozna bylo przeprowadzi¢ donacji krwi do terapii limfocytami T
regulatorowymi z powodu braku dobrego dostepu zylnego.

W odniesieniu do typowania antygenéw HLA badania wykonano na wigkszej grupie
pacjentow, ktorzy zostali wlaczeni na podstawie powyzszych kryteriow takze juz po
zakonczeniu badan fenotypu limfocytow Tregs. Do badan HLA wykorzystano materiat
grupy kontrolnej nieleczonej, ktora liczyla 31 pacjentéw z T1D oraz w grupach

leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs, liczacej 25 osob.
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A

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

lll.2. Kryteria wytaczenia z grupy badanej.

Omowa uczestnictwa w badaniu lub brak podpisanego formularza $wiadome;j
zgody.

Inna niz cukrzyca typu 1 forma cukrzycy.

Wiek ponizej 5 lat lub powyzej 18 lat.

Niedoboér IgA lub inny zdiagnozowany niedobor odpornosci.

BMI<25 lub >75 percentyla dla okreslonego wieku.

Przebyta lub aktywna forma zakazenia wirusem HBV, HCV, HIV, pratkiem
gruzlicy, kretkiem kity, Dla zdiagnozowania wystarcza laboratoryjne wykladniki
zakazenia bez koniecznos$ci klinicznych objawow.

Przebyte lub aktywne zakazenia wirusem EBV w wywiadzie.

Przebyte lub aktywne uktadowe zakazenie grzybicze.

Przebyta lub aktywna choroba nowotworowa.

Niedokrwistos¢, limfopenia, neutropenia lub matoptytkowos¢ definiowana jako
liczba krwinek ponizej dolnej granicy normy dla wieku stwierdzona w ciggu
ostatnich 6 tygodni przed wlaczeniem do badania.

Podwyzszona aktywno$¢ zakrzepowa/przebyty epizod zakrzepicy w wywiadzie.
Jakakolwiek choroba wymagajaca przyjmowania lekow innych niz insulina
dhuzej niz 3 miesiace.

Przyjmowanie lekow przeciwcukrzycowych innych niz insulina w ciagu
ostatnich 4 tygodni przed wlaczeniem do badania.

Retinopatia

Nadci$nienie tetnicze

Stwierdzona obecnie lub w wywiadzie makroalbuminuria

Dziewczgta powyzej 15 roku zycia — pozytywny test cigzowy lub brak
stosowania uznanej medycznej formy antykoncepcji podczas badania i do 4
miesiecy po jego zakonczeniu, jesli dotyczy.

Chlopcy powyzej 15 roku zycia — wyrazony zamiar posiadania potomstwa lub
posiadania potomstwa w trakcie trwania badania i do 4 miesiecy po jego
zakonczeniu, jesli dotyczy.

Nadmierny Igk pacjenta lub jego rodzicow lub opiekundéw odniesieniu do

procedur badawczych.
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20. Kazdy problem medyczny, ktéry w opinii badacza moze wplynaé negatywnie na
zdrowie pacjenta, jesli zostanie wlaczony do badania.
21. Rodzice lub opiekunowie oraz dzieci powyzej 15 roku zycia ze stwierdzonym

uzaleznieniem od alkoholu lub substancji psychoaktywnych.

lll.3. Protokot badawczy

Przygotowanie i1 podanie preparatu limfocytéw Tregs.

Zespot pod kierownictwem prof. dr hab. n. med. Piotra Trzonkowskiego kierownika
Zakfadu Immunologii Klinicznej i Transplantologii z Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego opracowat terapie komorkowa oparta o namnazanie limfocytow
regulatorowych ex vivo. Zespdl medyczny pobierat krew obwodowa w ilosci
adekwatnej do wieku, masy ciata i stanu zdrowia zakwalifikowanego do badania
pacjenta. Uzyskana jednostka krwi z byla rutynowo rozdzielana do osocza, kozuszka
leukocytarnego oraz koncentratu krwinek czerwonych. Kozuszek leukocytarny i osocze
stuzyly badaniu, natomiast koncentrat krwinek czerwonych byl zabezpieczany dla
potrzeb pacjenta. W przypadku wskazan pacjent méogt otrzymaé zwrotnie uzyskany
w ten sposob koncentrat wlasnych krwinek czerwonych. Nastepnie z tak uzyskanego
materiatu izolowano komorki regulatorowe przy pomocy FACS sortera (Influx,
BDBioscience, USA) zaadoptowanego do warunkow dobrej praktyki wytwarzania (ang.
Good Manufacturing Practice, GMP) uzyskujac czystos¢ preparatu komorkowego
powyzej 97% (=98%). Uzyskane komoérki hodowano nastepnie z kulkami pokrytymi
przeciwcialami anty-CD3 1 anty-CD28 (Ab), w s$rodowisku wysokiego stezenia
interleukiny-2 i autologicznej surowicy. Warunki te pozwalajg w ciggu 10 dni hodowli
z ilosci okoto 0.5mlIn komoérek uzyskan do 2mld komoérek (od 100 do 1000x) bez
zmiany ich wlasciwosci biologicznych. Produkt koncowy posiadtl ekspresje FoxP3
powyzej 90% [mediana (min.-max) = 91% (90-97)] (Marek i inni, 2011).W przypadku
udanego procesu namnazania komorki byly sprawdzane pod wzgledem bezpieczenstwa
przetoczenia pacjentowi (czysto$¢ mikrobiologiczna, wlasciwosci hamowania uktadu

odpornosciowego) i podawane jako uzupetnienie standardowego leczenia.

Podawane dawki Tregs byly nastepujace: 10x10° Tregs/kg m.c. w pojedynczej infuzji
(3 pacjentow), 20x10° Tregs’kg m.c. w pojedynczej infuzji (3 pacjentow), oraz
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o catkowitej wartosci 30x10° Tregs/kg m.c. dwa wlewy (6 pacjentdw) z druga dawka
w 6 lub 9 miesigcu po pierwszym podaniu.
Dwoch chorych nie ukonczylo badania (decyzja rodzicow lub nie stosowanie si¢ do

zalecen lekarza w zakresie kontroli glikemiti).

11.3.1. Obserwacja

Kontrola pacjentdéw w postaci oceny limfocytow T regulatorowych odbywata sig:

w dniu rekrutacji, na etapie pobrania autologicznych limfocytow Tregs, w dniu infuzji
Tregs, a nastgpnie w drugim tygodniu po infuzji i co dwa miesigce w pierwszym pot
roku, a nastepnie co 3 miesigce w okresie trwania badania (2 lata). Ponadto oceniano
odpowiedz immunologiczng (cytokiny, autoprzeciwciala) i metaboliczng ( na czczo

HbAlc, C-peptyd i glukozy) (tabela 4).

R P (I |+14d | +2m | +4m | +6m | +9m | +12m| +18m| +24m

Badania kliniczne |x X |x Ix X X X X X X X
Dawkowanie X X X [x X X X X X X X
Insuliny

HbATc (%) X |x |x |x X X X X X X X
C-peptyd X |x |x |x X X X X X X X
Jakos¢ Zycia X X X X X X X
Fenotyp limf. X X |X X X X X X X X
Autoprzeciwciata |x X |x X X X X X X X
Cytokiny X X |X X X X X X X X

Tabela 4. Grafik wizyt kontrolnych, R-rekrutacja, P- pobranie, I- infuzja

Ocena pacjentow z grupy kontrolnej odbywata si¢ o po rekrutacji oraz w ciagu
rutynowych wizyt.

Na kazdym etapie pobierano od kazdego uczestnika 15ml krwi zylnej obwodowej,
gdzie: 8 ml pobierano do probowki z heparyna do analiz komoérkowych (cytometria
przepltywowa), Sml do préboéwki bez koagulantu do oznaczen z surowicy i 2 ml

z antykoagulantem EDTA do izolacji DNA (tabela 5).
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Badanie Material diagnostyczny |Antykoagulant|Ilo§¢ |Warunki transportu

laboratoryne

Oceny fenotypu  |leukocyty z krwi pelnej |Heparyna 8 ml badanie wykonane w ciggu

limfocytow Tregs 4 godzin od momentu
pobrania

Typowanie HLA |Izolacja DNA EDTA 2 ml Temp. pokojowa

Autoprzeciwciata [surowica Brak 5 ml

Cytokiny surowica Brak 5 ml

Tabela 5. Materiat badany wykorzystywany w obserwacji pacjentow.

lll.4. Materiaty

lll.4.1. Odczynniki

@ Odczynniki do izolacji DNA uzywane w pracy.

Zestaw AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit
minikolumny do izolacji DNA

Bufor AP1 Liza

Bufor AP2 Odbialczanie

Bufor WIA Oczyszczanie

Bufor W2A Oczyszczanie

Bufor TE Tris-EDTA, przechowywanie DNA
Probéwki jatowe 1,5 ml

Tabela 6. Odczynniki do izolacji DNA uzywane w pracy

@ Odczynniki do typowania HLA uzywane w pracy.

Typowanie HLA metoda SSP na poziomie niskiej rozdzielczosci
HLA-DRB SSP Biotest (BioRad) Na poziomie niskiej rozdzielczosci
HLA-DQB SSP Biotest (BioRad) Na poziomie niskiej rozdzielczosci
HLA-A SSP Biotest (BioRad) Na poziomie niskiej rozdzielczosci
Polimeraza Taq DNA |EURy 5w/l
Agarosa Prona 0,5 kg
Bufor TBE Tris, kwas borowy, 10x stezony

wersenian dwusodowy

Na,EDTA
Barwnik DNA Midori Green 1 ml

Tabela 7. Odczynniki do typowania HLA uzywane w pracy.
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Przygotowanie zelu agarozowego 2%.

Agaroza 2g
Bufor TBE (0,5xst¢zonego) 100 ml
Barwnik Midori Green DNA Stain 1-2 pl

Tabela 8. Przygotowanie zelu do elektroforezy.

O Pozywka hodowlana do bankowania komérek uzywana w pracy.

Bankowanie komorek

RPMI 1640 (Gibco, WB) 95%
FBS Plodowa surowica bydlgca
Roztwor DMSO 100%

Tabela 9. Pozywka hodowlana do bankowania komdrek uzywana w pracy.

@ Roztwory i bufory uzywane w pracy

PBS bez jonow Ca2+ i Mg2+ *

0.147 M NaCl (POCH, Warszawa) 0.859¢
4.1 mM Na2HPO4 . H20 (POCH, Warszawa) 0.11g
2.3 mM Na2HPO4 (POCH, Warszawa) 0.028¢g
0.1 M EDTA(dwusodowy) (POCH, Warszawa) 0.37¢g
H20 destylowana (Elga, Purelab Prima, WB) aa 100ml

Tabela 10. Roztwory i bufory uzywane w pracy.

1ll.4.2. Przeciwciata monoklonalne uzywane w pracy

Do analizy ekspresji biatek zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych przy uzyciu cytometru
przeptywowego (BD FACS Canto II BD Biosciences, USA oraz BD Fortessa BD
Biosciences, USA ) uzyto przeciwcial monoklonalnych (mAb) (Tab.11) sprzezonych
z fluorochromami (Tab.12) oraz odpowiednich kontroli izotypowych do ustalenia

prawidlowego odciecia sygnatu pozytywnego fluorescencji fluorochromu.
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Specyficznosé Izotyp Nazwa klonu Fluorochrom
(pochodzenie)
BD Pharmingen/Biosciences, USA - barwienie powierzchniowe
anty-CD4 IgG1 RPA-T4 PerCP
anty-CD25 IgGlx M-A251 (mysie) PE
anty-CD3 IgGlx UCHT]1 (mysie) Pacific Blue
anty-CD127 IgGly HIL-7R-M21 (mysie) FITC
anty-CD45RA IgG2b L48 (mysie) PE-Cy7

Invitrogen, USA- barwienie powierzchniowe

Anty-CD62L IgG1 3B5 APC-Cy7

eBiosciences, USA - barwienie wewngtrzkomorkowe

FoxP3 IeGly 236A/E7 (mysie) APC

Tabela 11. Przeciwciata monoklonalne sprzezone z fluorochromami uzywane w pracy

Nazwa Dhugos¢ fali Dhugos¢ fali Kolor Laser
fluorochromu (wzbudzenia(nm)| emisji (nm) emitowanego wzbudzajacy
Swiatla

PerCP 490 675 czerwony niebieski
(488 nm)
APC 650 660 czerwony czerwony
(633 nm)
PE 546 575 zOhty niebieski
(488 nm)
PE-Cy7 490 785 podczerwony niebieski
(488 nm)
FITC 495 520 zielony niebieski
(488 nm)
APC-Cy7 650 767 podczerwony czerwony
(633 nm)

Tabela  12.Charakterystyka fluorochromow, ktdrymi byty znakowane przeciwciata
monoklonalne uzywane w pracy
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Roztwér do permeabilizacji komérek w czasie barwienia FoxP3 uzywany w pacy.

Permeabilization Buffer 10xstezony, eBioscience
Fixation/Permeabilization concentrant eBioscience
Fixation/Permeabilization diluent eBioscience

Tabela 13. Odczynniki do permeabilizacji komdrek

l1l.4.3. Odczynniki uzywane do oznaczenia cytokin
W pracy do oznaczenia cytokin wykorzystano odczynniki Luminex® Performance

Assay Human High Sensitivity Cytokine Base Kit (eBioscience, USA)

lll.4.4. Odczynniki uzywane w pracy do oznaczenia autoprzeciwciat

@ Immunofluorescencja posrednia:

Autoprzeciwcialo Substrat tkankowy | Producent Barwnik
ICA » I rzustka EUROIMMUN izotiocyjanian
(Malpa)”. fluoresceiny (FITC)

Tabela 14. Odczynniki uzyte do oznaczenia autoprzeciwciat ICA.

O Testy Inmunoenzymatyczne

Przeciwciala Klasa | Supstrat Nr Zawartos¢ zestawu testowego

przeciw Ig katalogowy

Dekarboksylaza | IgG Optaszczona EUROIMM | Optaszczone antygenem studzienki

kwasu antygenem UN EA reakcyjne, Kalibratory, Kontrole,

glutaminowego plyta 1022-9601 G | GAD (znakowana biotyng), bufor do

(GAD) mikrotitracyjna | — zestaw GAD, Koniugat enzymatyczny, bufor
testu do koniugatu i ptukania, roztwor

chromogenu (substrat), roztwor
przerywajacy reakcje

Insulinowe IegG Optaszczona EUROIMM | Optaszczone antygenem studzienki

(TAA) antygenem UN 3806 — reakcyjne, Kalibratory, Kontrole,
plyta zestaw testu | GAD (znakowana biotyng), bufor do
mikrotitracyjna GAD, Koniugat enzymatyczny, bufor

do koniugatu i ptukania, roztwor
chromogenu (substrat), roztwor
przerywajacy reakcje

Tabela 15. Odczynniki wykorzystane w badaniau AD i IAA.
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lll.4.4. Materiaty jednorazowego uzytku uzywane w pracy

Wszystkie materialy jednorazowego uzytku zastosowane w pracy (np. probdwki)

zostaty wyprodukowane przez firme¢ Falcon Becton Dickinson, USA.
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lll.5. Metody

Uzyskiwanie subpopulacji leukocytéw krwi obwodowej, surowic oraz izolacja DNA.

1ll.5.1. 1zolacja DNA metoda kolumnowa — postepowanie.

Zasada metody opiera si¢ na zdolnosci wigzania DNA do zl6z krzemionkowych w
wysokich stezeniach soli chalotropowych. Krew jest lizowana w buforze zawierajacym
sole chalotropowe 1 detergenty niejonowe, w obecnosci proteinazy K. W tych
warunkach dochodzi do lizy komorek (uwolnienie DNA) i degradacji biatek. Nastepnie
mieszanina nanoszona jest na mikrokolumne ze zlozem krzemionkowym
zapewniajacym dodatni tadunek. DNA przechodzac przez ztoze osiada na nim, podczas
gdy zanieczyszczenia przechodza nie wiazac si¢ z kolumng. Po wyplukaniu
zanieczyszczen DNA wyptukiwane jest z kolumny roztworem o niskiej sile jonowej

(woda lub bufor TRIS).

Do izolacji DNA potrzebnego do wykonania typowania HLA w loci: HLA-A, HLA-
DRBI1, HLA-DQBI uzyto zestawu AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (tab.
5). Z pobranej krwi petnej na antykoagulant EDTA (wcze$niej dobrze wymieszanej na
mieszadle hematologicznym przez 20 min.) pobrano 250ul krwi i dodano do sterylnej
probowki Eppendorf, nast¢epnie dodano 500 pl buforu AP1. Uzyskang mieszaning
worteksowano 10 sekund po czym dodano 100 pl kolejnego buforu AP2, powtarzajac
worteksowanie przez 10 sek. Nastepnie material wirowano przez 10min/12000rcf.
Uzyskany supernatant przeniesiono na kolumn¢ umieszczong w 2 ml probowce
i wirowano 1min/12000rcf. Nastepnie zlewano filtrat, ponownie umieszczono kolumne
w tej samej probéwce dodawano 700 ul buforu W1A, i inkubowano przez 2 minuty. Po
inkubacji wirowano 1 min/12000 rcf . Filtrat usuwano dodawano 800ul buforu W2,
a nastgpnie wirowano 1 minutg. Aby uzyska¢ lepsza czystos¢ DNA czynnos$¢ ta
powtarzano. Ostatnim etapem bylo umieszczenie kolumny w 1,5 ml probéwce, dodanie
80-200 pl buforu TE, zostawienie na 1 minut¢ w celu elucji, a nastepnie zwirowanie
przez 1min./12000rcf . Wyizolowane DNA bylo nast¢pnie sprawdzone pod wzgledem
uzyskanej czystosci i ilosci. Wykonywano pomiar spektrofotometryczny przy dlugosci

fali 260nm /280nm. DNA spetniajace wymogi: czystos¢: OD 260 /280 [1,7-1,9].
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Archiwizowano wyizolowane DNA w temp. -20°C, do momentu wykonania badania

typowania HLA.

111.5.2. Typowanie HLA metodg PCR-SSP

Reakcja PCR SSP (ang. polimerase chain reaction with sequence specific primers)
opiera si¢ o zasade swoistej amplifikacji z wykorzystaniem specjalnie dobranych
starterow (primerow) specyficznych jedynie dla danego allelu /grupy alleli. W kazdej z
probowek reakcyjnych znajduje roéwniez para starterow swoistych dla kontroli
pozytywnej. Po zakonczonej reakcji PCR SSP, zamplifikowane fragmenty DNA sa
rozdzielane elektroforetycznie. Wynik reakcji uwidoczniony jest w $wietle UV dzigki

obecnos$ci barwnikéw interkalujacych ni¢ DNA.

1ll.5.2.1. Typowanie HLA-A, DRB1, DQB1 na poziomie niskiej
rozdzielczosci

Do typowania HLA uzyto wczesniej wyizolowanego DNA oraz wykorzystano
odpowiedni zestaw HLA SSP kit firmy Biotest (tab. 7). Metoda ta wymagata st¢zenia
DNA o wartosci 100 +/- 50 ng/ul oraz czystosci DNA OD: A260/A280nm >1.6

W zaleznos$ci od uzytego testu sporzadzono mieszaning reakcyjng PCR (master mix)
(wedhug tabeli 16) w jalowych, autoklawowanych probowkach typu Eppendorf.
Wyizolowane DNA dodawano do mieszaniny PCR dopiero po aplikacji 10ul do

probowki kontroli kontaminacji.

Proporcje mieszaniny reakcyjnej PCR w zaleznosci od testu typowania HLA

Liczba reakcji PCR 8 24
(DQBI1) (HLA-A, DRB1)
Koktajl PCR 44 nl 120 pl
Polimeraza Taq 0,7 ul 1,8 ul
dH,O 55 ul 150 pl
DNA 11l 30 ul

Tabela 16. Sposob sporzgdzenia mieszaniny reakcyjne;.

Objetos$¢ mieszaniny reakcyjnej PCR, jaka dozowano do pojedynczej probowki to 10 pl.

Tak przygotowany blok probowek PCR umieszczano w termocyklerze. Ponizej
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przedstawiono program amplifikacji, ktory byl wymagany dla testow BioTest (BioRad)

(tabela nr 17).

1 cykl 94°C 2 min denaturacja

10 cykli 94°C 10 sek. denaturacja
65°C 60 sek. anneling

20 cykli 94°C 10 sek. denaturacja
61°C 50 sek. anneling
72°C 30 sek. wydhuzanie

Tabela 17. Program amplifikacji PCR-SSP dla testow BioTest (BioRad).

Po skonczonej amplifikacji produkty przeniesiono na zel agarozowy 2%, a nastgpnie

przeprowadzono elektroforeze w nastepujacych warunkach: napigcie 240 V (8 V /cm

odlegtos¢ migdzy elektrodami) 10 min.

Po elektroforezie zel przeniesiono na transiluminator i w $wietle UV odczytywano

wynik nanoszac miejsca swoistej amplifikacji na raport probki odpowiedni dla

uzywanego zestawu (zgodny z nr ref). Odczyt wyniku odbywat si¢ za pomoca

dostarczonych z testem tabel interpretacyjnych oraz przy pomocy odpowiedniego

programu firmy BioTest (Rys. 5).
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Ill. Materiaty i Metody

111.5.3. Cytometria przeptywowa

Wszystkie oznaczenia cytometryczne prezentowane w niniejszej pracy zostaty
wykonane w Zakladzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii w Katedrze
Immunologii GUMed przy uzyciu cytometru przeptywowego BD FACS Canto II ( BD
Biosciences, USA), ktory jest wyposazony w trzy lasery: niebieski (488nm), czerwony
(633nm) 1  fioletowy (405nm), dajace mozliwo§¢ oznaczania jednoczesnie 8
parametrow w jednej probce oraz BD LSRFortessa (BD Biosciences, USA)
wyposazonego w cztery lasery: niebieski (488nm), czerwony (640nm) , fioletowy
(405nm), jak i zotto-zielony (561nm) , Urzadzenie jest zdolne do wykrywania do 18
koloréow jednoczes$nie z okreslonych rodzajow filtrow optycznych,

Ustalanie regionéw do analizy w cytometrze przeptywowym wykonywano w sposob
standardowy w oparciu o wiasciwosci rozpraszania $wiatla przez badane komorki
okreslane jako parametr FSC/SSC ( FSC- Forward scatter - $wiatlo rozproszone na
wprost, parametr opisujacy wielkos¢ komorki; SSC- Side scatter - $wiatlo odbite
1 rozproszone bocznie, parametr opisujacy gestos¢ 1 liczbe ziarnisto$ci) oraz
fluorescencj¢ antygenow, z ktérymi sprz¢zone byly uzyte mAb, a takze kombinacje
wszystkich tych parametréw. Sposob ustalania bramek podano przy opisie analizy
ekspresji konkretnych antygenow.

Wszystkie wyniki uzyskane podczas analizy leukocytow krwi obwodowej zostaty
przedstawione jako wartosci odsetkowe, co jest zgodne ze standardowymi protokotami
(Taylor JM, 1989) (Kunkl A, 1997).

W celu wykluczenia wzajemnego naktadania si¢ widm fluorescencji uzywanych
fluorochromow przed rozpoczeciem badan dla kazdego eksperymentu przeprowadzano
kompensacj¢ w oparciu o analiz¢ autofluorescencji komorek niebarwionych lub
barwionych kontrolami izotypowymi i znakowanych jednym mAb sprz¢zonym z danym

fluorochromem.

111.5.3.1. Izolacja PBMC

Izolacje jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (ang. peripheral blood
mononuclear cells; PBMC) wykonuje si¢ z krwi pelnej pobranej na heparyng (w
wyjatkowych sytuacjach EDTA) w ciagu 4 godzin od momentu pobrania, Krew peing

rozciencza si¢ w stosunku 1:1 roztworem PBSu. Rozcienczong krew ostroznie naktada
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si¢ na warstwe 3-6 ml ficollu. W trakcie wirowania w temperaturze 15-17°C przy 2700
RPM prze 20 minut, bez funkcji hamowania w wyniku gradientu gestosci krew
rozdziela si¢ na frakcje. Nastepnie zbiera si¢ kozuszek leukocytarny i przeptukuje PBS-
em wirujac przez 7 minut przy 1700 RPM. Czynno$¢ ta powtarzano dwukrotnie w celu
uzyskania lepszej czystosci komorek. Po zlaniu supernatantu, komorki zawiesza si¢ w 2
ml PBSu.

Ostatnim krokiem izolacji PBMC bylo policzenie ile komoérek jednojadrzastych
otrzymano. W tym celu wykonano barwienie PBMC z ptynem Tiirka w stosunku 1:9.
Nastepnie zliczono komoérki pod mikroskopem $wietlnym w komorze Fuchsa-
Rosenthala. Okreslenie ilosci komoérek w probce jest niezbedne do wykonania
barwienia, podczas ktorego potrzebne jest 100 tysigcy komorek w probee badane;.

W mikroskopie $wietlnym trzykrotnie liczono komorki znajdujace si¢ na powierzchni 8

duzych kwadratoéw siatki komory, a otrzymang $rednig warto$¢ podstawiano do wzoru:

A=1n/8 x 80 000 x 10

A= liczba PBMC w 1ml

n= liczba (srednia) PBMC w 8 duzych kwadratach siatki komory Fuchsa-Rosenthala

80 000 — przelicznik uwzgledniajacy objetos¢ komory w ktorej liczono komorki

10 - oznacza rozcienczenie probki komorek ptynem Tiirka w stosunku 1:9 (10 pl

zawiesiny + 90 ul ptynu Tiirka)

PBMC, ktére nie wykorzystano do barwienia fenotypu limfocytéw T regulatorowych

zostaty zarchiwizowane w ciektym azocie.

111.5.3.2. Barwienie PBMC

Do barwienia, czyli wyznakowania komorek fluorochromami sprz¢zonymi
z przeciwciatami nalezy przygotowa¢ 3 probowki cytometryczne, w ktorych powinno
znajdowaé si¢ ok. 100 tys. komoérek jednojadrzastych zawieszonych w 200ul PBSu.
Nastgpnie dodawano odpowiednie w danym barwieniu mAb sprzezone =z
fluorochromami (po 5ul mAb/10* komérek) i inkubowano odpowiednio przez 30 min.

w ciemnosci, w temp. pokojowej (20+/-2°C) (tabela nr 18).
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Probowka/ nr 1 nr 2 nr 3
Przeciwcialo CD3/CD4 Fenotyp Tregs Komérki niebarwione
CD3 + +
CD4 + +
CD25 (-) lub kontrola +
izotypowa
CD127 (-) lub kontrola +
izotypowa
CD62L (-) lub kontrola +
izotypowa
CD45RA (-) lub kontrola +
izotypowa

Tabela 18. Schemat dodawania przeciwciat | rzutu w trakcie barwienia PBMC

Po inkubacji dodawano 2 m PBS, po czym calo$¢ wirowano 1700 obr/min. Po
wirowaniu nadsgcz zlewano.

W celu wyznakowania antygeny wewnatrzkomorkowego FoxP3 kolejnym etapem
barwienia byla permeabilizacja. Komorki poddawane byly procedurze utrwalenia i
permeabilizacji przy wykorzystaniu buforéw zawartych w zestawie. Do komorek
dodawano 1 ml FoxP3 Fixation/Permabilization (1 cze$¢ koncentratu 500 pul + 3 czesci
diluentu 1500 pl). Calo$¢ mieszano i inkubowano w 4°C 60 minut (w lodowce).
Nastgpnie wirowano komoérki przez 7 min 1700 obr/min., supernatant zlewano i
dodawano 2 ml Permeabilization Buffer (rozcienczony 1:10 woda destylowang).
Czynno$¢ powtarzano 2-krotnie. Po zlaniu nadsgczu dodawano 100ul rozcienczonego
uprzednio buforu Permeabilization, a nast¢pnie dodawano Sul przeciwciata FoxP3 do
probowki nr 2 (Fenotyp). Inkubacja w ciemnos$ci w temp. pokojowej trwata 30 min. Po
inkubacji dodawano 2 ml i wirowano 17000br./min w czasie 7 min.

Po barwieniu komorki plukano wczesniej rozcienczonym buforem Permeabilization,
wirowano przez 5 min. (1500 obr./min.), zlewano nadsacz i zawieszano w 500 ul PBS.
Tak przygotowane probki poddawano analizie cytometrycznej. Zwykle w cytometrze
zbierano 10 000 komoérek z analizowanego regionu. Ponadto, fluorescencje kazdej
barwionej probki porownywano z fluorescencja komorek niebarwionych. Za sygnat

dodatni uznawano fluorescencje silniejsza od fluorescencji komorek niebarwionych.
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Immunofenotypizacje =~ PBMC  przeprowadzono w  panelu 7  koloréw:
CD3/CD4/CD25/CD127/CD45RA/CD62L/ FoxP3.
Przeanalizowano dwa fenotypy Tregs:

Limfocyty T CD3'CD4 FoxP3"

Limfocyty T CD3" CD4" CD25"¢" CD127-.

Bramke CD25"®" CDI127 z ostatniej populacji zastosowano roéwniez do oceny
zawarto$ci limfocytow T FoxP3"™ w celu oceny natozenia sie tych dwoch fenotypow
Tregs. Ostatecznie limfocyty T CD3 "CD4 FoxP3" zostaly podzielone na komorki :
CD3'CD4 ' FoxP3'CD62L"'CD45RA" T naiwne (Tn) Tregs,
CD3'CD4 FoxP3'CD62L ' CD45RA™ T pamieci centralnej (TCM) Tregs,
CD3'CD4 FoxP3'CD62L CD45RA™ T pamieci efektorowe (TEM) Tregs.
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Rysunek 6. Przyktadowa analiza cytometryczna limfocytéw Tregs. Zrédto: (Trzonkowski i inni,
2009)

111.5.4. Uzyskiwanie surowicy.

Krew pobrang do sterylnych probéwek bez antykoagulantu (6ml) wirowano przez 15
min. (25000br./min.) w celu oddzielenia elementéw komérkowych. Nastepnie zbierano
surowice, ktorag zamrazano i przechowywano do momentu przeprowadzanie oznaczen
cytokin w temp. -80°C.

Surowice do badan autoprzeciwciatl przekazywano do Pracowni Autoprzeciwciat,

Laboratorium Immunologii Klinicznej i Transplantologii UCK w Gdansku.
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1ll.5.4.1. Oznaczenie autoprzeciwciaf

Przedstawione w pracy autoprzeciwciala (ICA, GAD, TAA, IA2 oraz ZnT8) zostaty
oznaczone za pomocg dwoch metod: immunofluorescencji posredniej (IFE) oraz testow

immunoenzymatycznych. Materialem badanym byta surowica.

Przeciwciala przeciwwyspowe (ICA) oznaczono metodg immunofluorescencji
posredniej w Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej UCK w Gdansku
(Kierownik: dr Grazyna Moszkowska). Jest metoda immunomorfologicznag,
pozwalajaca okresli¢ miejsce wigzania antygenu z przeciwcialem in situ w badanej
tkance lub w komorkach. Do testu wykorzystywano skrawki tkankowe malpiej trzustki
(odczynniki Pancreas (Monkey), Euroimmun). Jest to test ilo$ciowo-jakosciowy.
Zastosowano barwnik izotiocyjanian fluoresceiny (FITC), ktory po wzbudzeniu emituje

kolor zielony

Sposob postepowania:

Przeciwciata ICA wykrywane sa w surowicy metodg immunofluorescencji posredniej
przy uzyciu komercyjnych  preparatow  (biochip-6w) (Trzustka (Malpa)
przytwierdzonych do szkietka podstawowego. Postepowanie

1. Na pole zawierajace biochip naniesiono 30ul surowicy badanej, rozcienczonej w
buforze PBS-Tween (rozcienczenie podstawowe 1:10).

2. Inkubacja 18h. w temp. pokojowej w komorze wilgotnej (jesli przeciwciala w
badanej surowicy sa obecne, wigzg si¢ z antygenami substratu i tworzy si¢
swoisty kompleks antygen-przeciwcialo)

3. Plukanie nadmiaru surowicy buforem PBS-Tween, a nastgpnie szkietka
umieszczono na 5 min. w kapieli PBS-Tween.

4. Szkietka wyjaé i odsaczyc.

5. Dodano po 25 ul znakowanej fluoresceing anty-ludzkiej surowicy.

6. Inkubacja 30 min. w temp. pokojowej (znakowane fluoresceing przeciwciato
wigze si¢ z utworzonymi w czasie pierwszej inkubacji kompleksami antygen-
przeciwciato).

7. Powtorka etapu3i4

8. Na kazde pole reakcyjne na szkietku dodano 10 pl glicerolu i natozono szkietko

nakrywkowe.
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9. Odczyt wykonano w mikroskopie fluorescencyjnym

Formulowanie wynikow:

Badanie jakosciowe umozliwia stwierdzenie obecnosci przeciwciat skierowanych
przeciw antygenom przewodow $linowych.

Wynik dodatni, okreslony jest poprzez:

- podanie miana (1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160; 1:320; 1:640; 1:1280; 1:2560 lub
>1:2560)

Wynik wydawany jest jako ujemny w przypadku stwierdzenia braku swoistej dla
ocenianych autoprzeciwcial reakcji dla miana podstawowego (1:10).

Przyktadowy obraz obecnych przeciwciat ICA widzianych w mikroskopie
fluorescencyjnym przedstawiono na rysunku nr 7.

Interferencie i zrodia btedéw

Nie wykazano interferencji w przypadku surowic hemolitycznych, lipemicznych oraz

z hiperbilirubinemig.
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Rysunek 7. Reakcje dodatnie wysp trzustkowych w badaniu ICA metodq IFE (substrat tkankowy
- trzustka matpy) u pacjenta ze $wiezo wykrytg T1D. Zrédto: dr Julia Kulczycka, zasoby wtasne.

Przeciwciala antyGAD oznaczono metoda ELISA (Diaplets Anti-GAD plus,
Euroimmun) w Pracowni Autoprzeciwcial w  Laboratorium Immunologii
i Transplantologii Klinicznej (kierownik: dr Grazyna Moszkowska), zgodnie
z instrukcja producenta, bez modyfikacji. Jest to analiza iloS§ciowa pozwalajaca na
wykrycie w surowicy ludzkich przeciwcial IgG przeciw dekarboksylazie kwasu
glutaminowego.

Jesli probki pacjentdow sa pozytywne przeciwciala wigza si¢ z GAD. Zwigzane
przeciwciala moga reagowa¢ dwuwartosciowo tworzac mostek pomiedzy GAD

unieruchomionym w studzience reakcyjnej, a GAD znakowanym biotyna, ktory jest
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dodawany w drugim etapie inkubacji. Zwigzane biotyng przeciwciala wykrywa si¢

podczas trzeciego etapu inkubacji z awidyng znakowang enzymem (koniugat

enzymatyczny), ktory nastepnie katalizuje reakcj¢ barwng. Intensywnos$¢ koloru jest

proporcjonalna do stezenia przeciwcial przeciw GAD.

Sposob postepowania:

1.

10.

Odpipetowano do studzienek reakcyjnych po 25 ul kalibratorow, pozytywnej
1 negatywnej surowicy kontrolnej oraz probki pacjentéw (nierozcienczona
surowica). Inkubacja przez 1 godzing w temperaturze pokojowej (+18°C do
+25°C) na wytrzasarce do mikroptytek o predkosci 500 obrotoéw/min.

Plukanie: po oproznieniu studzienek reakcyjnych trzykrotne ptukanie, uzywajac
po 450ul rozcienczonego buforu ptuczacego.

Inkubacja: po odpipetowaniu do kazdej studzienki reakcyjnej po 100 pnl
roztworu GAD (znakowanego biotyng) inkubowano przez lh w temperaturze
pokojowej (+18°C do 25°C) na wytrzasarce do mikroptytek o predkosci 500
obrotow/min.

Phlukanie — powtorzono pkt. 2

Inkubacja koniugatu: do kazdej studzienki reakcyjnej dodano po 100 pl
roztworu koniugatu enzymatycznego (znakowana peroksydaza awidyna). Plytke
inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej (+18°C do 25°C) na
wytrzasarce do mikroptytek o predkosci 500 obrotow/min.

Plukanie — pkt. 2

Inkubacja substratu: do kazdej studzienki reakcyjnej dodano po 100ul roztworu
substratu/chromogenu. Inkubacja 20 minut w temperaturze pokojowej (+18°C
do 25°C).

Przerwanie reakcji: dodano po 100ul roztworu przerywajacego reakcje.

Pomiar: Fotometryczna ocena intensywnos$ci barwy, przy dtugosci fali 450nm i
405 za pomocg czytnika.

Ocena ilo$ciowa testu: krzywa kalibracyjng, z ktorej mozna odczytaé stezenie
przeciwcial anty-GAD w  probkach pacjentéw, otrzymujemy przez
odwzorowanie wartos$ci ekstynkcji dla kalibratorow 3-6 (450 nm) lub
kalibratorow 1-6 (405 nm) (linearnie, o§ y) wobec odpowiednich stgzen

(logarytmicznie, 0§ X).
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Formulowanie wynikow:

Gorna granica normy (cut-off) rekomendowana przez EUROIMMUN wynosi 10
jednostek

miedzynarodowych na mililitr (IU/ml). EUROIMMUN rekomenduje nastgpujaca
interpretacje wynikéw: <10 IU/ml: negatywny, >10 IU/ml: pozytywny

Przeciwciala IAA - oznaczono metoda ELISA (anti-IAA, Euroimmun) w Pracowni
Autoprzeciwciat w Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej UCK
w Gdansku (kierownik: dr Grazyna Moszkowska), zgodnie z instrukcja producenta, bez
modyfikacji. Jest to analiza ilo$ciowa pozwalajaca na wykrycie w surowicy ludzkich
przeciwcial IgG przeciw insulinowych.

Surowica pacjentow do oznaczenia IAA zostata rozcienczona 101 razy (5 pl surowicy +
500 pl roztworu do rozcienczania (G))

Sposob postepowania:

1. Dodano do studzienek reakcyjnych po 100 ul kalibratoréw, pozytywnej
1 negatywnej surowicy kontrolnej oraz probki pacjentow (rozcienczona
surowica). Inkubacja przez 1 godzing w temperaturze pokojowej (+18°C do
+25°C) na wytrzasarce do mikroptytek o predkosci 500 obrotoéw/min

2. Phlukanie: po opréznieniu studzienek reakcyjnych trzykrotne ptukanie, uzywajac
po 300ul rozcienczonego buforu ptuczacego.

3. Inkubacja: po odpipetowaniu do kazdej studzienki reakcyjnej po 100 pl
roztworu IgG — HRP (D) (znakowanego biotyng) inkubowano przez 30 min w
temperaturze pokojowej (+18°C do 25°C) na wytrzasarce do mikroptytek o
predkosci 500 obrotdw/min.

4. Plukanie — powtoérzono pkt. 2

5. Inkubacja koniugatu: do kazdej studzienki reakcyjnej dodano po 100 pl
roztworu koniugatu enzymatycznego (znakowana peroksydaza awidyna). Plytke
inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej (+18°C do 25°C) na
wytrzasarce do mikroptytek o predkosci 500 obrotow/min.

6. Phukanie — pkt. 2

7. Inkubacja substratu: do kazdej studzienki reakcyjnej dodano po 100ul roztworu
substratu/chromogenu. Inkubacja 15 minut w temperaturze pokojowej (+18°C
do 25°C).

8. Przerwanie reakcji: dodano po 100ul roztworu przerywajacego reakcje.
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9. Pomiar: Fotometryczna ocena intensywnos$ci barwy, przy dtugosci fali 450nm i
690nm za pomocg czytnika.

10. Ocena ilosciowa testu: krzywa kalibracyjna, z ktérej mozna odczytac stezenie
przeciwcial anty-IAA w prébkach pacjentow.

Formulowanie wynikow:

Gorna granica normy (cut-off) rekomendowana przez EUROIMMUN wynosi 2,4
jednostek

miedzynarodowych na mililitr (IU/ml). EUROIMMUN rekomenduje nast¢pujaca
interpretacje wynikoéw: <2.4 IU/ml: negatywny, >2,4 IU/ml: pozytywny

Wyniki Autoprzeciwcial IA-2 oraz ZnT8 zostaly przedstawione przez zespot Kliniki
Pediatrii Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Przeciwciata zostaly oznaczone metoda ELISA, zgodnie z instrukcja producenta, bez
modyfikacji. Byly to niezalezne analizy iloSciowe, pozwalajace na wykrycie w
surowicy ludzkiej przeciwciat IgG przeciw fosfatazie tyrozyny biatkowej (IA-2) oraz
przeciwko terminalnej domenie C transporteru cynku 8. Analiza sktadala si¢ z 4 inkubacji:
1) z rozcienczonymi badanymi surowicami, kalibratorami oraz pozytywna i negatywna
kontrolg, 2) z antygenem [A-2, ZnT8 3) z konjugatem, 4) z substratem, a nastepnie z

pomiaru fotometrycznego przy dlugosci fali 450 nm 1 405 nm odczytano wyniki.

111.5.4.2. Oznaczenie cytokin za pomocg techniki Multiplex na aparacie
Luminex.

Oznaczenie stezenia TNFo, IL1, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL12, VEGF i IFNy
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki Multiplex na aparacie Luminex™100.

Zestawy do oznaczen dostarczyla firma Biokom.

Luminex® Performance Asseay umozliwiaja jednoczesny pomiar do 22 markerow w
jednym cyklu testu (panelu). Technologia Luminex® opiera si¢ na wykorzystaniu
mikrokulek polisterynowych lub magnetycznych. Mikrokulki te (ang. beads) sa
wewnetrznie wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym, ktory stanowi widmowy
adres danej kulki. Na ich powierzchni sg immobilizowane przeciwciata, specyficzne dla
oznaczanych markeréw, ktore sa wychwytywane w materiale badanym. Analizator

Luminex® wykorzystuje technike¢ cytometrii przeplywowej do identyfikacji
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mikrokulek. Przy pomocy jednej wigzki lasera identyfikuje si¢ ich kolor, a tym samym
rodzaj badanego antygenu. Druga wigzka lasera wzbudza barwnik fluorescencyjny
przytaczony do przeciwciata II-rzedowego. Taka technika pozwala na oceng wielu

biomarkeréw (cytokin) w jednym badanym dotku ptytki 69-dotkowe;.

Oznaczenie przeprowadzono wedtug instrukcji producenta R&D Systems, ,,Human high

Sensitivity Cytokine Base Kit A”.

lll.6. Analiza statystyczna

Do statystycznego opracowania wynikéw wykorzystano program STATISTICA 10.0
(Statsoft, Polska). Rozktad uzyskanych danych réznit si¢ od rozktadu normalnego, z
tego wzgledu do ich analizy wykorzystano testy nieparametryczne: ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, test U Manna-Whitneya i test Wilcoxona. Réznice traktowano jako
istotne statystycznie w przypadku, kiedy uzyskany w tescie poziom istotnosci p wynosit

<0.05.
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IV. Wyniki

IV.1. Ocena funkcji komorek .

Funkcja komoérek [ byla najlepiej zachowana u pacjentow leczonych dwoma
dawkami Tregs, nieco gorsze wyniki przedstawiaty si¢ u oséb leczonych jedng dawka,

natomiast najgorsze wyniki byty w grupie kontrolnej, nieleczone;j.

Efekt ten przedstawiono za pomocg pomiaru stezenia C-peptydu na czczo, ktory byt
znacznie wyzszy u pacjentow leczonych jedna lub dwoma dawkami Tregs

w poréwnaniu do nieleczonej grupy kontrolnej w ciggu calego badania.
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Rysunek 8. Stezenie C-peptydu na czczo w grupie kontrolnej i w grupach leczonych 1 i 2
dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA — pordwnanie dla 3 grup w czasie: 0: Chi2 = 3,43;
p = 0,180, 4 miesiecy: Chi2 = 8,57; p = 0,014, 1 rok: Chi2 = 10,15; p = 0,006 2 lata: Chi2 =
3,46, p=0,177

Réznica ta stala si¢ nieistotna w okresie 2 lat po zakonczeniu badania w grupie
z pojedyncza dawka Tregs oraz grupa kontrolng, nieleczong (Test U-Manna-Whitneya Z
=0,63; p=0,43). W poréwnaniu z grupa nieleczona, a grupa z dwiema dawkami Tregs

roznica ta byla statystycznie znamienna (test U Manna-Whitneya z = 2,04, p = 0,04).

Dodatkowo, jesli dane leczonych i nieleczonych pacjentéw analizowano razem po 4

miesigcu 1 po roku od rozpoczecia obserwacji, zaobserwowano, ze poziom C-peptydu
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byl skorelowany z procentem Tregs we krwi obwodowej (Marek-Trzonkowska i inni,
2014). Ta sytuacja zmienita si¢ po 2 latach obserwacji, gdzie korelacja ta juz nie
wystapita - przeanalizowano dane leczonych i nieleczonych pacjentéw razem po 24
miesigcach od rozpoczgcia obserwacji (Wsp. R Spearmana; po 24 miesigcach:

R =-0.072,p = 0.05) .

Korelacja miedzy % Treg, a poziomem C-peptydu po 24 miesigcach
obserwacji
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Rysunek 9. Korelacja miedzy Limfocytami Tregs [%], poziomem C-peptydu.

Réznice zaobserwowano rowniez gdy przeanalizowano dobowg dawke podawania
insuliny. Obie grupy leczone Tregs wymagaly nizszych dawek insuliny w czasie
trwania calego badania. W grupie leczonej dwoma dawkami Tregs dwoch pacjentow
bylo calkowicie niezaleznych od podawania insulina na ponad rok czasu po podaniu
limfocytow Tregs. Ponadto wszyscy oprdcz jednego pacjenta wymagali mniej niz 0,5

UI dawki insuliny na kg masy ciala.
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Rysunek 10. Dobowa dawka insuliny (DDI) w grupie kontrolnej i grupach leczonych 1 i 2
dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA — poréwnanie 3 grup w czasie: 0: Chi2 = 5,21; p =
0,074, 4 miesiecy: Chi2 = 8,351, p = 0,015, 1 roku: Chi2 =7,86; p = 0,020, 2 lat: Chi2= 5,88; p
=0,052.

Istotne jest, ze podawane dawki insuliny dostosowywano w sposob standardowy do
markerow kontroli metabolicznej, takich jak: Hb1C i stezenie glukozy na czczo. Stad,
szczegolnie wazne jest, ze w grupie leczonej wymagane bylo podawanie nizszych
dawek egzogennej insuliny, a parametry te byly przez caty okres badania lepsze od

grupy kontrolnej, zwlaszcza na dwa lata od wlgczenia terapii.
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Glukoza na czczo
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Rysunek 11. Poziom glukozy na czczo obserwowany w grupie kontrolnej oraz w grupach
badanych z 1i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla glukozy na czczo — pordwnanie
trzech grup w czasie: 0 Chi* = 2,27; p = 0,322, 4 miesiecy Chi’ = 6,95; p = 0,031, 1 rok Chi’ =
0,89; p = 0,639, 2 lata: Chi’ = 6,79; p = 0,034
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Rysunek 12. Poziom HbAlc czczo obserwowany w grupie kontrolnej oraz w grupach badanych z
1i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla HbAlc — pordwnanie trzech grup w czasie:
0 Chi2 = 8,06; p = 0,018, 4 miesiecy Chi2 = 0,78, p = 0,676, 1 roku: Chi2 =7,13; p =0,028i 2
lat: Chi2 = 3,233, p=0,197

Zaobserwowano lepsze funkcjonowanie wysp trzustkowych, potwierdzone testem
tolerancji glukozy z zastosowaniem positku mieszanego, z duza czgstotliwoscia
pobierania prébek (MMTT ang. mixed meal tolerance test) po 2 latach od wilaczenia
terapii Tregs. Obie grupy leczone charakteryzowaly sie lepszym stymulowanym

poziomem C-peptydu niz grupa nieleczona. Roznica miedzy grupg leczong 2 dawkami,
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a grupg tych nie poddanych leczeniu byfa istotna. Natomiast podobne wyniki testu
MMTT zaobserwowano pomigdzy pacjentami leczonymi jedng dawka, a grupa

nieleczong - tu roznica byla nieistotna.

B o MMTT po 2 latach
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Rysunek 13. Test tolerancji glukozy z zastosowaniem positku mieszanego, z duzg
czestotliwoscig pobierania probek przeprowadzony w grupie kontrolnej oraz w grupach
badanych z 1 i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla MMTT — poréwnanie trzech
grup w czasie: 0: Chi2 = 3,93; p = 0,139, 15': Chi2 = 3,88; p = 0,143, 30": Chi2 = 5,40; p = 0,067,
60': Chi2 =5,92; p=0,051, 90": Chi2 =4,90; p = 0,085, 120': Chi2 = 4,90; p = 0,085, 150": Chi2
=5,27; p=0,071, 180': Chi2 =4,90; p = 0,085, 210": Chi2 =5,32; p = 0,069, 240": Chi2 =4,27; p
=0,118.
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IV.2. Poziom Tregs in vivo.

Poziom Tregs wzrastal za kazdym razem po indukcji limfocytéw Tregs.
Niemniej jednak ich podwyzszony poziom nie byt trwaly i spadat do wartosci
wyjsciowych w ciggu 2 lat od rozpoczecia badania. Dodatkowo zaobserwowano wzrost
poziomu Tregs po drugim podaniu, jednak nie byl tak wysoki, jak po pierwszym

podaniu.

@ dzien-10 |Treg CD3+CD4+FoxP3+
_| @ dzien0
@ 2miesigc +
4miesiac

@ 6miesiac
12 @ 9miesigc
12miesigc ¢

@ 18miesigc
@ 24miesigc

4t ¢ i?l

% Treg CD3+CD4+FoxP3+
oo

Grupa nieleczona 1 dawka Treg 2 dawki Treg

Rysunek 14. Poziom limfocytéw Tregs CD3°CD4"FoxP3" w grupie kontrolnej oraz w grupach
badanych z 1 i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla pordwnania poziomu
limfocytow Tregs CD3'CD4"FoxP3" w trzech badanych grupach w czasie: 0 Chi* = 12,83; p =
0,002, 4 miesiecy: Chi’ = 5,98; p = 0,050,1 roku: Chi’ = 9,98; p = 0,006 oraz 2 lat: Chi*= 0,379;
p=03827

Wykazano istotng korelacje migdzy odsetkiem dwoch fenotypdéw limfocytow Tregs:
CD3'CD4 Foxp3 ", a fenotypem Foxp3'CD3" CD4" CD25"¢"CD127 (test Spearmana r
= 0,33 p <0,05). Niemniej jednak, analiza zawartosci bramki CD25"¢"CD127
wykazala, ze w czasie rozwoju cukrzycy zmniejszat sie odsetek komérek FOXP3"
w bramce CD25"¢"CD127  niezaleznie od liczby podawanych dawek Tregs (test
Wilcoxon'a: dzien 0 vs 24miesigc grupa nieleczona Tregs Z = 2.053 , p = 0,04;
pojedyncza dawka Z = 2,086, p = 0,03; podwdjna dawka Z = 1,35, p = 0,17). Ten efekt
byt przejsciowy i odwracalny u pacjentéw po podaniu drugiej dawki Tregs, ale nie byt
trwaly i poziom komorek FOXP3" zmniejszat sie w czasie rowniez w tej grupie. Tym
niemniej procent komérek FOXP3" w bramce CD25™"CD127 byt znacznie wigkszy
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w grupie leczonej dwoma dawkami Tregs u wszystkich trzech grup badanych w

24miesigcu (test Wallis ANOVA Kruskal Chi2 = 6,66, p = 0,009).

Treg CD3+CD4+CD25"9"CD127-
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Rysunek 15. Poziom limfocytow Tregs CD3+CD4+CD25highCD127- w grupie kontrolnej oraz w
grupach badanych z 1 i 2 dawkami Tregs.
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Korelacja dwéch fenotypow Treg
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Rysunek 16. Korelacja dwéch fenotypow Tregs: CD3+CD4+FoxP3+ oraz
CD3+CD4+CD25highCD127low-

IV.3. Poziom Tregs podanych w preparacie limfocytow Tregs in vivo.

Analiza subpopulacji limfocytow Tregs podanych pacjentom ze $wiezo wykryta

cukrzyca typu 1 pozwala na oceng ich dynamiki.

Mediana ekspresji limfocytow Tregs Foxp3 w czasie ich namnazania jest znacznie
wyzsza niz we krwi obwodowej. Dzigki tej obserwacji mozna zatozy¢, iz znaczna cze$¢
analizowanych limfocytow Tregs CD3'CD4'Foxp3™®" byla najprawdopodobnie;
z podanego preparatu, a tym samym jest wygodnym i nieinwazyjnym sposobem, ktory
pozwala oceni¢ wiasciwosci farmakokinetyczne podawanych limfocytow Tregs.
Rzeczywiscie, zawarto$¢ procentowa limfocytow Tregs CD3 CD4 Foxp3"e" wzrosta po
infuzji w obu grupach, ale spadata do wartosci wyjsciowych w ciggu kilku miesiecy.

(Test Wilcoxona: dzien-10 vs. szczytowy wzrost: Pojedyncza dawka Z = 2,087, p =
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0,035; Dwie dawki Z = 2,28, p = 0,022; 6m vs. 9m w dwoch dawkach: Z = 1,20, p =
0,22).

% Tregs CD3+CD4+FoxP3"9"
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nieleczona

Rysunek 17. Poziom Trgs CD3+CD4+FoxP3high w grupie: nieleczonej, leczonej 1dawka Tregs
oraz leczonej 2 dawkami Tregs.

IV.4. Subpopulacje Tregs in vivo

W grupie kontrolnej, nieleczonej zaobserwowano zamian¢ w odsetkach subppulacji
limfocytow Tregs. W porownaniu do wartosci wyjsciowych nastapit wzrost poziomu
limfocytow Tregs o fenotypie Tcm kosztem limfocytow Tregs naiwnych w okresie 24
miesigcy od trwania badania. Podobne, ale nie tak znaczace zmiany obserwowano u
pacjentow leczonych pojedynczg dawka Tregs. Roznice te byly najmniej widoczne w

grupie leczonej podwdjna dawka Tregs.

[Test Wilcoxon dzien0 vs 24m Tn Tregs: grupa nieleczona 7Z=2.29, p=0.021,
pojedyncza dawka Tregs Z=1.52, p=0.120; podwdjna dawka Tregs Z=0.50, p=0.61).
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Test Wilcoxon dzien0 vs 24m Tem Tregs: grupa nieleczona Z=2.42, p=0.011,
pojedyncza dawka Tregs Z=2.21, p=0.020; podwojna dawka Tregs Z=0.85, p=0.39]

Sposrod  wszystkich badanych grup pacjenci leczeni dwoma dawkami Tregs
charakteryzowali si¢ najlepiej zachowanym (bez zmian) fenotypem - z najwyzszym
poziomem Tregs Tn i najnizszym poziomie Tregs Tem - 24miesigce po infuzji Tregs.
(Test Kruskal-Wallis ANOVA — poréwnanie wartosci procentowych Tregs: Tn, Tcm i
Tem pomiedzy trzema badanymi grupami pacjentow w czasie 24 miesiecy od
rozpoczecia badani: Tn Chi® = 6,20 df =2 p = 0,045, Tcm Chi® = 7,20 df =2 p = 0,027,
Tem Chi® = 3,76 df =2 p = 0,152)

Dynamika zmiany ekspresji limfocytow Tregs naiwnych w Limfocyty Tregs pamieci
potwierdzita wyniki opisane wyzej zmiany odsetkowe limfocytow Tregs
CD3'CD4'Foxp3™¢".  Limfocyty T pamieci centralnej (Tem) CD45RACD62L",
ktorych poziom wzrastat w trakcie obserwacji to komorki charakteryzujace si¢ wysokim
poziomem ekspresji Foxp3. Dochodzito do znaczacej zamiany z fenotypu limfocytow T
naiwnych (Tn), CD62L'CD45RA", na fenotyp Tregs Tcm CD62L'CD45RA™ po
pierwszej infuzji w obu grupach, a mniej znaczacej zamiany po drugiej infuzji. tak wigc
zmiany dwoch fenotypow Tregs — FoxP3™&" oraz Tem maja miejsce po podaniu
limfocytow Tregs i moga by¢ §ledzone we krwi obwodowe;j. [Test Wilcoxon dzien-10
vs. dzien0: Tn Tregs: Pojedyncza dawka Z=2.002, p=0.031; Podwdjna dawka Z=2.92,
p=0.003; 6m vs. 9m Podwojna dawka: Z=1.20 p=0.23; Tem Tregs: Pojedyncza dawka
7=1.32, p=0.18; Podwodjna dawka 7Z=2.92, p=0.003; 6m vs. 9m Podwdjna dawka:
7=0,33 p=0.93).]
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Rysunek 18. % Tregs naiwnych (Tn) FoxP3+CD62L+CD45RA+ w grupie kontrolnej oraz w
grupach badanych z 1i 2 dawkami Tregs
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Rysunek 19. % Tregs pamieci centralnej (Tcm) FoxP3+CD62L+CD45RA- w grupie kontrolnej oraz
w grupach badanych z 1i 2 dawkami Tregs
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Rysunek 20. Poziom limfocytéw Tregs efektorowych (Tem) FoxP3+CD62L-CD45RA- w grupie
nieleczonej i grupach leczonych 1i2 dawkami Tregs.

IV.5. Limfocyty Tregs i IL-2

Poziom limfocytow Tregs po infuzji moze by¢ zwigzany z poziomem IL2. Jest to
cytokina, zwigzana z przezyciem i funkcjonowaniem limfocytow Tregs. Jest roOwniez
stosowana w wysokich stezeniach do namnazania limfocytow Tregs in vitro w

badaniach klinicznych.

Zalezno$¢ poziomu limfocytow Tregs od IL-2 znalazta swoje odbicie w poziomie tej
cytokiny mierzonej w surowicy pacjentéw. Krotko po infuzji Tregs, zwlaszcza w grupie
leczonej w dwoch dawkach Tregs, stgzenie IL-2 bylo przejsciowo niskie,
prawdopodobnie miato to zwigzek ze wzmozonym metabolizmem tej cytokiny przez
podane Limfocyty Tregs (test Wilcoxona dnia-10 vs dzienO: pojedyncza dawka Z =
0,50, p=10,61; dwie dawki Z = 0,67, p = 0,50; 6m vs. 9m w dwéch dawkach: Z = 2,01 p
=0,04).
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IL2 w surowicy in vivo
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Rysunek 21. Poziom L2 w surowicy pacjentéw w grupie nieleczonej oraz w grupie leczonej 1 i
2 dawkami Tregs.

IV.6. Markery immunologiczne w ocenie progresji choroby

Wséréd badanych cytokin w  surowicy pacjentéw, cytokiny prozapalne
wykazywaty pewien schemat wzrostu w czasie. Stezenia IL6 konsekwentnie zwigkszato
si¢ z czasem, niezaleznie od terapii (wystgpito niewielkie i przejsciowe zmniejszenie po
pierwszej dawce w grupie, ktorej podawano dwie dawki Tregs). Wszyscy pacjenci
wykazywali wyzszy poziom IL6 po 24 miesigcach od daty rozpoczecia badania. (Test
Wilcoxon dzien0 vs 24m: Pojedyncza dawka Z=1.66, p=0.020; podwojna dawka Z=2.5,
p=0.001, nieleczeni zien0 vs 12m: Z=1.93 p=0.012)
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IL6 w surowicy in vivo
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Rysunek 22. Poziom IL6 w surowicy pacjentéow w grupie nieleczonej jak i w dwdch grupach
leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs.

W przypadku TNFa i1 IL1 kazda infuzja limfocytow Tregs w obu grupach byla
zwigzana z tymczasowym spadkiem poziomu tych cytokin. (Test Wilcoxon: TNFa
dzien-10 vs dzienO: Pojedyncza dawka Z=2.95, p=0.033; Podwdjna dawka Z=2.67,
p=0.046; 6m vs. 9m w dwoéch dawkach: Z=0.34 p=0.67; IL1 dzien-10 vs dzienO:
Pojedyncza dawka Z=1.16, p=0.09; Podwojna dawka Z=1.48, p=0.013; 6m vs. 9m w
dwoéch dawkach: Z=0.34 p=0.67).

89



IV. Wyniki

TNF w surowicy (pg/ml)

TNF w surowicy in vivo

28 T
24 ¢
20}
16 ¢ ! _
12/ | Ei
8| . g _
41 | _
0"t~ ocofceccie oorEffftE
& N L NI ODON®O S L PN O DN
Grupa © ©
nieleczona 1 dawka Treg 2 dawki Treg

Rysunek 23. Poziom TNFa w surowicy pacjentow w grupie nieleczonej jak i w dwdch grupach
leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs.
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Rysunek 24. Poziom IL1 oznaczony w surowicy pacjentow w grupie nieleczonej jak i w dwdch
grupach leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs.

W stosunku do wartosci wyjsciowych, poziom TNFa i1 IL1 zwigkszat si¢ po 12
miesigcach w grupie nieleczonej. (Test Wilcoxon dzien0 vs 12m: TNFa Z=1.50,
p=0.076; IL1 Z=1.82, p=0.022).

W przypadku pozostatych analizowanych cytokin (IL4, IL8, IL10, IL12, IFNy, VEGF)

nie zaobserwowano zadnych istotnych statystycznie réznic.
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IV.7. Antygeny HLA

Typowanie antygenow HLA wykonano w grupie kontrolnej, nieleczonej, ktora liczyta
31 pacjentow z T1D oraz w grupach leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs, liczacej 25
0os6b. W obu tych grupach zaobserwowano czgstsze wystgpowanie specyficznego
heterozygotycznego genotypu skladajacego si¢ z nastgpujacych antygendéw: HLA-
DRB1*03,DQB1*02, na jednym chromosomie oraz HLA-DRB1*04,DQB1*03 na
drugim chromosomie, co potwierdzaloby najwigksze prawdopodobienstwo wystapienia

T1D. Genotyp ten okresla si¢ mianem DR3/DR4.
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Rysunek 25. Czestos¢ wystepowania antygendw HLA-DRB1w grupie chorych na T1D leczonych
Tregs.

5% 2%3%

Rysunek 26. Czestos¢ wystepowania antygenow HLA-DRB1 w grupie chorych na TI1D
nieleczonych Tregs.
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Rysunek 27. Czestos¢ wystepowania antygendw HLA-DQB1 w grupie chorych na T1D leczonych
Tregs

Rysunek 28. Czestos¢ wystepowania antygendw HLA-DQB1 w grupie chorych na TI1D
nieleczonych Tregs.
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Czestos¢ wystepowania genotypu HLA-DRB1*
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Rysunek 29. Czestos¢ wystepowania genotypu HLA-DRB1 w grupie kontrolnej i leczonej razem.

Czestos¢ wystepowania genotypu HLA-DQB1*
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Rysunek 30. Czestos¢ wystepowania genotypu HLA-DQB1 w grupie kontrolnej i leczonej razem.

W  badanej grupie oso6b leczonych Tregs 1 grupie kontrolnej, nieleczonej
zaobserwowano znaczacg przewage wystgpowania antygenu HLA-A*02. Mogloby to
potwierdzi¢ teze, ze obecnos¢ antygenu HLA-A*02, jak rowniez A*24 zwigksza ryzyko
zachorowania na T1D u 0sdb posiadajacych haplotyp DR3/DR4, co pozawala nazywac
je antygenami ,,predysponujacymi’.
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Rysunek 31. Antygeny HLA-A w grupie leczonej 1 lub 2 dawkami Tregs.

Rysunek 32. Antygeny HLA-A w grupie kontrolnej, nieleczonej
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Analiza antygenéw HLA versus wyniki fenotypu dotycza wylgcznie grupy leczonej 12

osobowej 1 lub 2 dawkami Tregs i 10 osobowej grupy kontrolne;.

U o0s6b z genotypem DRBI1*03,*04 i DQB1*02,*03 mozna zaobserwowaé nizszy
wyjsciowy poziom limfocytow Tregs (dzien -10 w grupie leczonej i dzien 0 w grupie
kontrolnej) w poréwnaniu do oséb nie posiadajagcych ww. wymienionych antygenow.

Wartosci % Tregs u tych 0sob ksztattuja sie przewaznie na poziomie <5% (1 wyjatek).

W badanej grupie zaobserwowano réwniez pacjentdéw z antygenami ,,ochronnymi”,
takimi jak: DRB1*07 czy DRB1*15. Pacjent z antygenem DRB1*07 mial znacznie
wyzszy utrzymujacy si¢ poziom limfocytow Tregs w poréwnaniu do innych pacjentow.
Roéwniez u pacjentow z DRB1*15, bez drugiego antygenu DRB1*04 lub DRB!*03
mozemy zaobserwowac wyzszy poziom limfocytow Tregs ale nie jest to, az tak znaczna

réznica. Z powodu zbyt matej ilo$ci przypadkdéw nie potwierdzono tego statystycznie.
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IV.7. Autoprzeciwciata

Wsréd badanych oséb z grupy nieleczonej i grupy leczonej 1 lub 2 dawkami Tregs
w dniu -10 lub 0 obecne byly podwyzszone poziomy srednio 3 z 4 badanych
przeciwcial. Nie zauwazyliSmy statystycznie istotnych r6znic miedzy grupa leczong i

kontrolng w warto$ciach autoprzeciwciat: GAD, IA2, IAA oraz ZnTS.

Z uzyskanych wynikow badan nie wykazano korelacji miedzy fenotypem % Tregs,
a poziomem autoprzeciwcial GAD, TAA oraz ZnT8 z wyjatkiem [A2, przy ktérym
stwierdzono trend w kierunku odwrotnie proporcjonalnej korelacji z odsetkiem

limfocytow Tregs (Wsp. R Spearmana; po 24 miesigcach: R =-0.304, p = 0.05) .

Korelacja miedzy fenotypem Treg [%], a poziomem IA2
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Rysunek 33. Korelacja miedzy fenotypem Tregs [%], a poziomem autoprzeciwciat IA2

98



99



100
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V. Dyskusja

T1D stwarza powazne obcigzenie ekonomiczne dla kazdego systemu opieki
zdrowotnej. Wszelkie nowe metody terapeutyczne, ktore sg wprowadzane do leczenia
muszg udowodni¢ nie tylko ich efektywnos¢ w odniesieniu do utrzymania pozadanego
poziomu glikemii, ale rowniez powinny okaza¢ si¢ uzasadnione ekonomicznie.
Bezpieczenstwo w nowych terapiach T1D powinno by¢ najwazniejsze, jako ze jest to
choroba przewlekta, ktéra nie zagraza bezposrednio zyciu. W zwigzku z tym, stosunek
ryzyka i korzysci powinny by¢ tak niski, jak to mozliwe (Jedrzejczak i inni, 2015). Kazda
nowa metoda powinna mie¢ jak najmniej skutkow ubocznych i nie wplywaé negatywnie

na jakos¢ zycia pacjenta.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena odpowiedzi immunologiczne;j
na terapie komérkowa cukrzycy typu 1 w oparciu o namnozone sztucznie limfocyty
T regulatorowe CD4'CD25'CD127". Dodatkowo, probowano odnies¢ wyniki
powyzszych 2 letnich obserwacji do grupy kontrolnej, nieleczonej dzieci w podobnym

wieku z T1D.

Przedstawione przez autorow tego projektu wyniki badan sugeruja, ze terapia
adoptywna limfocytami Tregs spelnia wszystkie kryteria, aby uzna¢ ja za bezpieczng.
W ciggu 2 lat od rozpoczecia terapii nie odnotowano zadnych zdarzen i reakcji
niepozadanych. Zadna pojedyncza ani podwodjna dawka Tregs nie byla zwigzana
z powaznymi negatywnymi skutkami. Odnotowano 3 lekkie infekcje wsrod pacjentow
z grupy leczonej Tregs lecz nie bylo zadnych przestanek aby stwierdzi¢, ze byty one
skutkiem zastosowanej terapii. Warto podkresli¢, ze prezentowana terapia nie ostabila
odpornosci nabytej, poniewaz poziom przeciwcial ochronnych nie zostat naruszony

(Marek-Trzonkowska i inni, 2014)).

Rok od daty wlaczenia do badania, 8 z 12 pacjentow (66%), nadal spetniato
kryteria remisji klinicznej (DDI < 0,5 Ul/kg b.w.). Ponadto w tym czasie dwoje z nich
nadal bylo niezaleznych od przyjmowania insuliny. Zaréwno pacjenci
insulinoniezalezni, jak i 3 innych pacjentéw w remisji otrzymato w sumie 30 x10° Tregs
na kg masy ciala po przez dwie oddzielne infuzje (podwodjna dawka). Innych dwoch
pacjentdw w remisji otrzymata 20x10° Tregs na kg masy ciata (pojedyncza dawka),

natomiast ostatni otrzymat 10x10° Tregs na kg masy ciala (pojedyncza dawka). Remisja
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we wszystkich przypadkach byla zwigzana z poziomem C- peptydu na czczo > 0,5
ng/ml. W tym samym czasie wszystkie osoby w nieleczonej grupie kontrolnej byty
insulinozalezne i tylko dwoje z nich spetnialo kryteria remisji, ktorg zdefiniowano
powyzej. Ponadto dawki insuliny byty nizsze u 0os6b leczonych Tregs w poréwnaniu do
grupy nieleczonej, kontrolnej, rowniez poziom C- peptydu na czczo byt wyzszy w

grupie leczone;.

Dwa lata od wlaczenia terapii TID postgpowala, a wszyscy pacjenci byli
insulinozalezni Funkcja komorek [ mierzona poziomem C-peptydu i podawanej
egzogennej insuliny byty najlepiej zachowane u pacjentow leczonych dwoma dawkami
Tregs (3/6 w remisji), gorsze wyniki zaobserwowano u pacjentow leczonych jedna
dawka Tregs (1/6 w remisji), a najgorsze w grupie kontrolnej, nieleczonej (brak

remis;ji).

Najlepiej na terapi¢ reagowaly dzieci z krotkim czasem trwania choroby oraz
poziomem C- peptydu na czczo >0.7ng/ml. Zwickszanie dawki Tregs do 30x10° Tregs
/kg masy przy infuzji uzupetniajacej wydawalo si¢ poprawi¢ skuteczno$¢ terapii patrzac

na efekty metaboliczne w pierwszym roku obserwacji.

V.1. Efekt metaboliczny leczenia adoptywnego limfocytami Tregs.

Poczatkowy poziom w surowicy C-peptydu odzwierciedlat mase komoérek-f trzustki, im
wyzszy byl ten poziom tym dluzej pacjent pozostawal w remisji. Pierwsze analizy po
pierwszym roku od rozpoczecia obserwacji poziomu C-peptydu wskazywaly, ze jego
warto$¢ byla najwyzsza u osob, ktore otrzymaty 2 dawki Tregs, a najnizszy u osob,
ktérych nie poddano leczeniu, tj. grupie kontrolnej. Z przedstawionych w tej pracy
wynikéw badan z okresu 2 lat od momentu rozpoczgcia badania przedstawiona wyzej
zalezno$¢ nieco si¢ zmienila. Roznica ta stala si¢ nieistotna w okresie 2 lat po
zakonczeniu badania w grupie z pojedyncza dawka Tregs oraz grupa kontrolna,
nieleczong. W poréwnaniu z grupa nieleczona, a grupa z dwiema dawkami Tregs

roznica ta byla statystycznie znamienna.

Dodatkowo, jesli dane leczonych i nieleczonych pacjentéw analizowano razem po 4

miesigcu i po roku od rozpoczecia obserwacji, zaobserwowano, ze poziom C-peptydu
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byl skorelowany z procentem Tregs we krwi obwodowej (Marek-Trzonkowska i inni,
2014). Ta sytuacja zmienita si¢ po 2 latach obserwacji, gdzie korelacja ta juz nie
wystapita - przeanalizowano dane leczonych i nieleczonych pacjentéw razem po 24

miesigcach od rozpoczecia obserwacji.

Kolejng obiecujaca rdznicg byta rowniez dobowa dawka podawania insuliny.
Obie grupy leczone Tregs wymagaty nizszych dawek insuliny w czasie trwania calego
badania. W grupie leczonej dwoma dawkami Tregs dwodch pacjentow bylo calkowicie
niezaleznych od podawania insuliny na ponad rok czasu po podaniu limfocytow Tregs.
Ponadto wszyscy oprocz jednego pacjenta wymagali mniej niz 0,5 Ul dawki insuliny na
kg masy ciala. Istotne jest, ze podawane dawki insuliny dostosowywano w sposéb
standardowy do markeréw kontroli metabolicznej, takich jak: Hb1C i stezenie glukozy
na czczo. Stad, szczegdlnie wazne jest, ze w grupie leczonej wymagane byto podawanie
nizszych dawek egzogennej insuliny, a parametry te byly przez caty okres badania
lepsze od grupy kontrolnej, zwtaszcza na dwa lata od wlaczenia terapii. Poziom HbAlc
byt najnizszy w grupie leczonej 2 dawkami Tregs, Sredni w grupie leczonej jedna dawka

Tregs, a najwyzszy w grupie nieleczone;.

Po 2 latach od wlaczenia terapii Tregs zaobserwowano lepsze funkcjonowanie wysp
trzustkowych, potwierdzone testem tolerancji glukozy z zastosowaniem positku
mieszanego, z duzg czestotliwoscig pobierania probek (MMTT ang. mixed meal
tolerance test). Roznica migdzy grupa leczong 2 dawkami, a grupg tych nie poddanych
leczeniu byla istotna. Natomiast podobne wyniki testu MMTT zaobserwowano
pomigdzy pacjentami leczonymi jedng dawka, a grupa nieleczong - tu réznica byla

nieistotna.

V.2. Fenotyp i analiza limfocytow T regulatorowe in vivo.

Kazda infuzja limfocytow Tregs powodowata wzrost poziomu Tregs w krwi
obwodowej, jednak przy drugiej dawce Tregs ten wzrost nie byl tak wysoki, jak przy
pierwszej dawce. Nie wykazano, ze wzrost w procentach Tregs we krwi obwodowej
bezposrednio po infuzji Tregs moze wplywaé na pdzniejszy poziom DDI. Chociaz
wigkszos$¢ leczonych pacjentoéw pozostawata w remisji w ciggu 1 roku obserwacji,

zaobserwowano powolny postep T1D i spadek liczby Tregs, ktore wracaly do wartosci
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wyjsciowych. Po 2 latach obserwacji nie bylo réznic w poziomie limfocytow Tregs
miedzy grupg leczong Tregs, a grupa nieleczong, kontrolng. Dane te mogg sugerowac,
ze limfocyty Tregs w czasie hodowli in vitro przechodzg kilka cykli podziatow, ktére
mogg skutkowa¢ ich krotkim okresem poéltrwania po podaniu ex vivo. Ponadto, tocza si¢
dyskusje odnosnie stabilno$ci limfocytow Tregs (Miyao i inni, 2012). Innym
wytlumaczeniem dla zmniejszajacej si¢ liczby Tregs u leczonych pacjentow jest ich
prawdopodobna migracja do tkanek obwodowych. Badania przeprowadzone na
modelach zwierzecych sugeruja, ze limfocyty Tregs gromadza si¢ w weztach chlonnych
obwodowych i w wysepkach trzustkowych, a tym samym opdzniaja progresje cukrzycy.
Nie mozemy zweryfikowa¢ tego u czlowieka, ale ten scenariusz wydaje si¢
prawdopodobny jedynie w ciggu pierwszych miesiecy po podaniu Tregs, gdy niewielki
spadek liczby Tregs jest zwigzany z lepsza kontrolg glikemii, ale nie p6zniej (okoto 9
miesigcy po pierwszym wlewie Tregs), gdy ich efekt terapeutyczny zanika. Spadek
liczebnosci Tregs w dlugim okresie moze rowniez wynikaé z ,,wyczerpania” Tregs
z powodu trwalej aktywacji na skutek odpowiedzi autoimmunologiczne;j.

Podsumowujac istnieje wiele mozliwych przyczyn zmniejszenia si¢ liczby krazacych
Tregs, w tym rowniez $mier¢ komorkowa, czy wspomniana wyzej migracja do tkanek
limfatycznych i miejsc zapalnych, takich jak trzustka, lub miejsc o wysokim stopniu
proliferacji. Obecny projekt badania i dane nie byly w stanie rozstrzygnac¢ tych
watpliwosci. Pozostaje rowniez mozliwe, ze Tregs zmienity swodj fenotyp, natomiast

projekt tego badania nie ujat tego w strategii sortowania i fenotypowania Tregs.

Podobne obserwacje wyciagnieto z analizy dwéch fenotypow limfocytow Tregs:
CD3'CD4 Foxp3”, a fenotypem Foxp3'CD3'CD4'CD25"€"CD127" gdzie wykazano
rosngca rozbiezno$¢ z czasem trwania choroby. Analiza zawarto$ci bramki
CD25"€"CD127 wykazala, ze w czasie rozwoju cukrzycy zmniejszat si¢ w niej odsetek
komorek FOXP3", niezaleznie od liczby podawanych dawek Tregs. Ten efekt byt
przejsciowy i odwracalny u pacjentow po podaniu drugiej dawki Tregs ale nie byt

trwaly i poziom komérek FOXP3" zmniejszal si¢ w czasie.

W przeprowadzonym badaniu udowodniono, ze mozliwa jest ocena dynamiki
limfocytow Tregs in vivo za pomoca mediany ekspresji czynnika Foxp3 limfocytow
Tregs, ktora w czasie namnazania jest znacznie wyzsza niz w krwi obwodowej. Dzigki

tej obserwacji mozna zalozy¢, iz znaczna cze$¢ analizowanych limfocytow Tregs
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CD3"CD4 Foxp3™¢" byta najprawdopodobniej z podanego preparatu. Jest to wygodny i
nieinwazyjny sposob, ktory pozwala oceni¢ wlasciwosci farmakokinetyczne

podawanych limfocytéw Tregs.

Istotne przy tym jest, ze spadek ekspresji limfocytow Tregs FoxP3, jak wynika z badan,
moze by¢ spowodowany zaburzeniami immunoregulacyjnymi u pacjentdw z chorobami
o podiozu zapalnym 1 autoimmunizacyjnym. Wiadomo, ze do prawidlowej funkcji
limfocytow Tregs konieczna jest nie tylko obecno$¢ czynnika transkrypcyjnego Foxp3,

ale takze odpowiedni poziom jego ekspresji (Ryba, i inni, 2010).

Z przeprowadzonej analizy subpopulacji limfocytow Tregs wynika, ze
u pacjentéw nieleczonych w poroéwnaniu do wartosci wyjsciowych nastgpit wzrost
poziomu limfocytow Tregs o fenotypie Tcm (pamigci centranej) kosztem limfocytow
Tregs naiwnych w okresie 24 miesigcy od trwania badania. Podobne, ale nie tak
znaczace zmiany obserwowano u pacjentdow leczonych pojedyncza dawka Tregs.
Réznice te byly najmniej widoczne w grupie leczonej podwdjna dawka Tregs. Sposrod
wszystkich badanych grup pacjenci leczeni dwoma dawkami Tregs charakteryzowali si¢
w 24 miesigcu po infuzji najlepiej zachowanym (bez zmian) fenotypem - z najwyzszym
poziomem Tregs Tn 1 najnizszym poziomie Tregs Tem (FoxP3+CD62L-CD45RA-)
chociaz dochodzilo do znaczacej zamiany fenotypu tuz po infuzji: z fenotypu
limfocytow T mnaiwnych (Tn), CD62L'CD45RA", na fenotyp Tregs Tcm
CD62L"CD45RA™ po pierwszej infuzji w obu grupach, a mniej znaczacej zamiany po
drugiej infuzji.

Zmiana proporcji fenotypu Tregs w T1D z naiwnych na Tregs pamigci moglo by¢
zwigzane z  progresja choroby, zwlaszcza w grupie kontrolnej nieleczonej. Na
podstawie uzyskanych wynikow cytometrycznych zaobserwowano, ze byl to staly
spadek Tn w populacji Tregsz jednoczesng zmiang w kierunku bardziej zroznicowanych
subpopulacji pamigci. Najprawdopodobniej bylo to zwigzane z prozapalng gotowoscia
opisywang w T1D i z postepem choroby (Ryba-Stanistawowska i inni, 2013). Wczes$niejsze
badania sugerowaly, ze stan zapalny zwigzany z dlugotrwala TID wplywa
niekorzystnie na Tregs, ktore tracg ekspresje FoxP3 i CD62L, wptyw ten moze zostac
cofniety za pomocg srodkéw przeciwzapalnych (Ryba i inni, 2011). Interesujacy jest fakt,
ze stopniowy wzrost poziomu cytokin prozapalnych nie moégt by¢ catkowicie

zatrzymany przez infuzje Tregs.
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Jak wspomniano wyzej zmiana proporcji migdzy limfocytami Tregs naiwne na Tregs
pamieci moze by¢ rowniez widoczna u pacjentow leczonych bezposrednio po podaniu
adoptywnm Tregs, ale z czasem proporcje te wracaly do wartosci wyjsciowych. Dwa
lata po rozpoczgciu proby te proporcje byly zblizone do tych, ktére zauwazono na
poczatku badania. Pacjenci po dwoch dawkach Tregs mieli te proporcje najbardziej
zblizone do warto$ci z poczatku terapii badania. Ta tymczasowa zmiana byla
spowodowana prawdopodobnie podaniem duzej ilosci limfocytow Tregs, ktore sa
zwykle Tem FoxP3"" (Marek i inni, 2011). Fakt, ze powrdcily one do wartoci
wyjsciowych u pacjentow poddanych leczeniu wskazujag na mozliwo$¢, ze poziom i
proporcje Tregs, sa regulowane homostatycznie. Gdy znaczng ilo$¢ Tregs podaje si¢ do
organizmu, proporcje i liczba Tregs wracaja do wartosci wyjsciowych bez dodatkowych
bodzcow. W naszych badaniach tuz po infuzji zaobserwowano zwickszony poziom
Tregs Tem CD62L+CD45RA- wraz ze zmniejszong proporcja Tregs Tn
CD62L+CD45RA- ale zarowno proporcje, jak i liczba Tregs w krwi obwodowe;j
wrocily z powrotem do wartosci wyjsciowych. Interesujace jest, ze wzrost odsetka
Tregs we krwi obwodowej po infuzji nie korelowal wyraznie z dawka podawanych
Tregs, natomiast korelowat z poziomem C-peptydu, jak pokazano we wcze$niejszej

publikacji (Marek-Trzonkowska i inni, 2014).

V.3. Stezenia cytokin podczas leczenia limfocytami Tregs

Wsrod cytokin, IL-2 ma zasadnicze znaczenie dla zachowania liczby i1 funkcji
limfocytow Tregs. Limfocyty Tregs nie sg zdolne do samodzielnej syntezy IL2. Z
drugiej strony, jednym z gldéwnych mechanizmoéw supresji wywieranej przez nTregs jest
szybkie zuzywanie IL-2 obecnej w $rodowisku reakcji zapalnej i hamowanie
transkrypcji genu dla IL-2 w limfocytach efektorowych (Pham i inni, 2016). IL-2 jest
takze wytwarzana na nizszym poziomie, przez aktywowane limfocyty TCD8", komorki
dendrytyczne, komoérki NK i komérki NKT. Jest to cytokina, zwigzana z przezyciem
i funkcjonowaniem limfocytéw Tregs. Jest rowniez stosowana w wysokich st¢zeniach
do namnazania limfocytow Tregs in vitro w badaniach klinicznych.

Zalezno$¢ poziomu Tregs od IL-2 zostala potwierdzona w poziomie tej cytokiny

mierzonej w surowicy pacjentéw. Krétko po infuzji Tregs, zwlaszcza w grupie leczonej
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dwoma dawkami Tregs, stezenie IL2 bylo przejsciowo niskie, prawdopodobnie miato to

zwigzek z wykorzystaniem tej cytokiny przez wczesniej podane Limfocyty Tregs.

Mimo, iz IL2 jest wskazana jako produkt leczniczy, przeciwnowotworowy, to
jednoczesne podawanie IL2 z Tregs mogloby si¢ wigza¢ z manifestacja choroby
nowotworowej. Ze wzgledu na to, ze IL2 jest silnym aktywatorem supresyjnych
limfocytow T regulatorowych, zamiast chemotaksji do tkanek zapalnych (np. insulitis),
Tregs w obecnosci duzych dawek IL2 moze wywotaé uog6lniong immunosupresje
utatwiajac rozwdj nowotwordw. Taki efekt zostat juz opisany w klinice czlowieka stad

nalezy podchodzi¢ do takich rozwigzan bardzo ostroznie (Theil i inni, 2015).

Wséréd badanych cytokin w  surowicy pacjentéw, cytokiny prozapalne
wykazywaty pewien schemat wzrostu w czasie. Wraz z progresja cukrzycy mozna byto
wrecz $ledzi¢ wzrastajace stezenia tych cytokin. Stezenia IL6 konsekwentnie
zwickszalo si¢ z czasem, niezaleznie od terapii (wystapitlo niewielkie i przej$ciowe
zmnigjszenie po pierwszej dawce w grupie, ktorej podawano dwie dawki Tregs).
Wszyscy pacjenci wykazywali wyzszy poziom IL6 po 24 miesigcach od daty
rozpoczecia badania. Wskazywalo to na utrzymujacy si¢ proces zapalny, ktory jest

charakterystyczny dla choréb autoimmunologicznych.

W przypadku TNFoa i IL1 kazda infuzja Tregs w obu grupach byla zwigzana
z tymczasowym spadkiem poziomu tych cytokin, co potwierdzitloby dotychczasowe
badania méwigce o wspolzaleznosci miedzy Tregs, a poziomem TNFo. Wiadome jest,

ze wzrost TNFa sprzyja rozwojowi T1D.

W przypadku pozostatych badanych cytokin (IL4, ILS8, IL10, IL12, IFNy, VEGF) nie

zaobserwowano zadnych istotnych statystycznie roznic.
V.4. Antygeny zgodnosci tkankowej HLA
W obu grupach zaobserwowano czestsze wystepowanie specyficznego
heterozygotycznego genotypu DR3/DR4 sktadajacego si¢ z nastepujacych antygenow:
HLA-DRB1*03,DQB1*02, na jednym chromosomie oraz HLA-DRB1*04,DQB1*03 na

drugim chromosomie, co potwierdzaloby najwigcksze prawdopodobienstwo wystapienia
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T1D. Taki wynik wskazuje, ze obie te grupy miaty podobne predyspozycje genetyczne
do zachorowania na T1D.

W badanej grupie osob leczonych Tregs i1 grupie kontrolnej, nieleczonej
zaobserwowano przewage wystepowania antygenu HLA-A*02. Mogloby to potwierdzié
tez¢, ze obecno$¢ antygenu HLA-A*02, jak réwniez A*24 zwigksza ryzyko
zachorowania na T1D u 0s6b posiadajacych haplotyp DR3/DR4, co pozawala nazywaé

je antygenami ,,predysponujacymi”.

U os6b z grupy leczonej i kontrolnej z genotypem DRB1*03,*04 i DQB1*02,*03
mozna zaobserwowaé nizszy wyjsciowy poziom limfocytow Tregs (dzien -10 w grupie
leczonej 1dzien 0 w grupie kontrolnej) w pordwnaniu do oséb nie posiadajacych wyzej
wymienionych antygenéw. Wartosci % Tregs u tych osob ksztattujg si¢ przewaznie na
poziomie <5% (1 wyjatek). Aby zweryfikowaé t¢ teze nalezaloby przebada¢ wigksza
grupe badana.

Analizujac grupe leczong i kontrolng razem, zaobserwowano rowniez pacjentow
z antygenami nazywanymi ,,ochronnymi”, takimi jak: DRB1*07 czy DRB1*15. Pacjent
z antygenem DRB1*07 miat znacznie wyzszy utrzymujacy si¢ poziom limfocytow
Tregs w poréownaniu do innych pacjentow. Rowniez u pacjentow z DRBI1*15, bez
drugiego antygenu DRB1*04 Iub DRB1*03 mozemy zaobserwowaé wyzszy poziom

limfocytow Tregs, ale nie byla to réznica istotna statystycznie.

V.5. Autoprzeciwciata

Wsréd badanych oséb z grupy nieleczonej i grupy leczonej 1 lub 2 dawkami Tregs
wigkszo$¢ badanych miata w dniu -10 lub 0 dodatni wynik trzech z czterech badanych
autoprzeciwciat. Potwierdza si¢ to z badaniami przeprowadzonymi przez zesp6t La
Gasse 1 wsp., ktorzy wysokie ryzyko wystgpienia T1D wigzg z dodatnim wynikiem co
najmniej dwoch przeciwciat dla trzech gtéwnych autoantygendéw cukrzycy (GAD, 1A2 /
ICA512 i insuliny). Nie zauwazyliSmy statystycznie istotnych réznic miedzy grupa

leczong 1 kontrolng w warto$ciach autoprzeciwcial: GAD, 1A2, IAA oraz ZnTS.
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V.6. Leczenie adoptywne limfocytami Tregs.

Poznanie 1 zrozumienie mechanizméw funkcjonowania limfocytow Tregs
pozwolito na ich wykorzystanie w leczeniu réznych choréb. Wzmocnienie ich funkcji
moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu chorob o podlozu autoimmunologicznym,
alergicznym oraz w indukowaniu stanu tolerancji u pacjentéw po przeszczepach
allogenicznych. Zasadnicza zaleta tego leczenia w poréwnaniu do konwencjonalnej
immunosupresji farmakologicznej jest fakt, iz komorki te majg zdolno$¢ migracji do
miejsc zapalenia i uszkodzenia wlasnych tkanek i wywieraja swoj efekt tylko w takiej
tkance nie wptywajac na odporno$¢ og6lng. Dlatego immunosupresyjne dziatanie
limfocytow Tregs okreslane jest czasami przez analogie, jako ,,inteligentne sterydy”.
Wezesniejsze badania wykazaly, ze komorki Tregs pochodzace od chorych z T1D
wykazuja taka samg zdolno$¢ do proliferacji, jak komoérki osob zdrowych. W zwiazku
z tym przeprowadzenie ekspansji tych komoérek w warunkach in vitro nie jest
problemem (Putnam i inni, 2009).

Wiadome jest, ze za wigkszo$¢ zaburzen immunologicznych lezacych u podloza T1D
odpowiedzialne sg aktywowane autoreaktywne komorki efektorowe (Teff), a nie defekt
funkcji/proliferacji limfocytow Tregs. Poglad ten popiera fakt, Ze obecno$¢
aktywowanych komorek Teff rozpoznajacych antygeny wilasnych wysp trzustkowych
jest udokumentowana u cztowieka. Wezesniejsze badania z zastosowaniem zwierzecych
modeli T1D wykazaly, ze podanie zwielokrotnionej liczby limfocytow Tregs hamuje
dziatanie autoreaktywnych limfocytow Teff i1 chroni przed wystgpieniem TI1D.
Przedstawiona terapia jest pierwszym tego rodzaju dzialaniem przeprowadzonym
u czlowieka, a jej wyniki potwierdzaja celowo$¢ proponowanego podejscia roOwniez
w leczeniu T1D u ludzi (Marek-Trzonkowska i inni, 2012).

Terapia Tregs po pojedynczej infuzji nie uzdrawia z choréb autoimmunologicznych.
Optymalna dawka i punkt czasowy, w jakim nalezaloby zastosowaé terapic musza
zostaé jeszcze dopracowane (Marek-Trzonkowska i inni, 2012) (Marek-Trzonkowska i inni,
2013).

W badaniach na modelach zwierzecych udowodniono, iz leczenie adoptywne
limfocytami Tregs moze zapobiec niszczeniu wysp trzustkowych oraz moze catkowicie
chroni¢ przed rozwojem T1D (Marek i inni, 2011). Jednak trzeba pamigta¢ o réznicach w
tych doswiadczeniach. Przede wszystkim w modelach zwierzgcych wzgledna dawka

podawanych Tregs byla znacznie wyzsza, u myszy bylo to 7x10° Tregs/mysz co daje
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166x10° /kg m.c, przy zalozeniu, ze m.c. myszy rowna sic 60g. Niemniej jednak
zwickszanie dawek Tregs moze teoretycznie doprowadzi¢ do zwigkszenia ryzyka
infekcji oportunistycznych Iub nowotworu, jak obserwuje si¢ w przypadku innych form
immunosupresji. Inng wazng kwestig jest czas podawania Tregs po ich wyizolowaniu.
W modelu zwierzgcym limfocyty Tregs sa zwykle podawane bezposrednio po izolacji.
Uwazano, ze czas od izolacji do infuzji ma wplyw na utrate ich wlasciwosci 1 istnieje
wrecz bariera 14 dni od pobrania do podania, ktora nie powinna by¢ przekraczana
(Marek i inni, 2011). Tlo$¢ limfocytow Tregs we krwi obwodowej pozostaje takze w
zwigzku z wiekiem i stanem zdrowia. W przyszto$ci mozna zastanowi¢ si¢ nad innymi
sposobami podawania i zrédtami limfocytow Tregs, np. przy uzyciu alternatywnego
dawcy krwi pepowinowej. Preparaty komorek macierzystych ze szpiku kostnego i krwi
pepowinowej s3a bogate w limfocyty Tregs 1 moga by¢é wykorzystane do ich
transplantacji. Badania takie, cho¢ okazaly si¢ skuteczne w odwracaniu
autoimmunizacji u myszy NOD zmniejszajac poziom autoprzeciwciat i poziom glukozy
we krwi, nie przyniosty jednak poprawy parametrow metabolicznych (Mesples i inni,
2013) (Taniinni, 2014) (Snarski i inni, 2010).

Z drugiej strony proby terapii T1D przy pomocy HSCT u ludzi udowodnily, ze inng
skuteczng metoda terapeutyczng dla T1D moze by¢ przeszczep autologicznych komorek
macierzystych uktadu krwiotworczego (AHSCT). AHSCT w cukrzycy typu 1 po raz
pierwszy wykonano w Brazylii w 2003 roku (Dr Couri, prof. Voltarelli). Zabieg
pozwala na zniszczenie klonu autoreaktywnego i1 powstanie ,naiwnego” ukladu
immunologicznego. Drugim o$rodkiem na $wiecie (pierwszym w Europie), ktory podjat
si¢ proby przeprowadzenie takiego zabiegu byla Klinika Onkologii, Hematologii
i Choréb Wewnetrznych WUM (pierwszy przeszczep 6. maja 2008 dr Emil Snarski,
prof. dr hab. n. med. W.W. Jedrzejczak). Wedlug polskich naukowcow z Katedry
Hematologii 1 Onkologii Chorob Wewnetrznych, Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierownictwem prof. dr hab. med. Wiestawa Wiktora Jedrzejczaka,
AHSCT w T1D prowadzi do remisji przez dtuzszy czas u 50% pacjentow, 40% z nich
pozostata wolna od insuliny w ciggu 48 tygodni od momentu przeszczepu. Niektorzy
pacjenci pozostaja insulinoniezalezni przez okres ponad 5 lat po zabiegu. Jako pierwsi
przedstawili analiz¢  farmakologiczno-ekonomiczng AHSCT, jako terapii TID.
Przeanalizowano dane uzyskane z trzech o$rodkow i wysunigto teze, iz AHSCT, moze

by¢ oplacalne w leczeniu $wiezo wykrytej cukrzycy typu 1, pod warunkiem, ze korzysci
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z przeszczepu trwatyby od 3 do 8 lat, w zaleznoSci od zastosowanej procedury

(Jedrzejczak i inni, 2015)

Wigkszo$¢ terapii eksperymentalnych T1D koncentruje si¢ na zachowaniu u pacjentow
odpowiedniego poziomu C-peptydu. Podczas gdy w przypadku pacjentow z dlugotrwata
T1D i niewykrywalnym C-peptydem, jedyna szansg na uzyskanie insulinoniezaleznos$ci
jest przeszczepienie trzustki lub przeszczepianie wysp trzustkowych. Jednakze
przeszczepienie trzustki wigze si¢ z wysokim ryzykiem wystgpienia powiktan. Z kolei,
glowne ograniczenia pozytywnego rezultatu w przeszczepianiu wysp trzustkowych to
nie tylko ryzyko odrzucenia przeszczepu, ale takze reaktywacja odpowiedzi
autoreaktywnych limfocytow wobec przeszczepionych wysepek. Ponadto stosowana
immunosupresja farmakologiczna jest toksyczna dla samego przeszczepu (Montiel-

Casadoiinni, 2012) (Marek-Trzonkowska i inni, 2013).

Immunoterapia z uzyciem limfocytow Tregs w zalezno$ci od potrzeb, opiera si¢ na
wytworzeniu u pacjentdw stanu wzmozonej supresji, badz tez aktywacji uktadu
odpornosciowego. W pierwszym przypadku, wzrost liczebnosci 1 aktywnosé
limfocytow Tregs, uzyskuje si¢ m.in. poprzez kontrolowang w warunkach in vitro
ekspansje tych komoérek po stymulacji przeciwcialami anty-CD3 1 anty-CD28,
w obecnosci IL-2 (Golshayan i inni, 2007). Namnazane w ten sposob komorki zachowuja
swoisto$¢ antygenowa.

Eksperymentalna terapia adoptywna z uzyciem namnozonych ex vivo limfocytow Tregs
znajduje  potencjalne  zastosowanie =~ w  zapobieganiu  rozwojowi  choréb
autoimmunizacyjnych, zapalnych, jak rowniez alergicznych. Obecnie trwaja
zaawansowane proby  wykorzystania komorek  supresorowych w  leczeniu
eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia mozgu, zapalenia $luzowki
zoladka, zapalenia tarczycy, jajnikow, SLE i chorob zapalnych jelit, w stwardnieniu
rozsianym (SM) a takze we wczesnie wykrytej T1D u dzieci (Kohm i inni, 2002) (Frey i
inni, 2005) (DiPaolo RJ., 2005) (Marek-Trzonkowska i inni, 2013).

Mata liczba leczonych pacjentdw jest ograniczeniem przedstawionego badania.
W zwiagzku z tym wykazujemy indywidualne dane pacjenta. Niemniej jednak wyniki
tego badania zachgcaja do dalszych badan na wigkszej liczbie os6b. Badania na

podawaniu Tregs pacjentom ze §wiezo wykrytag T1D prowadzone sg w osrodku w USA,
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gdzie opublikowano niedawno wyniki badan z 1 fazy prob klinicznych (Bluestone i inni,
2015). Badaniem objgto cztery kohorty (4grupy dawkowania) w sumie 14 dorostych
pacjentdw, z nowo rozpoznang T1D, ktérzy otrzymali namnozone ex vivo autologiczne
poliklonalne Tregs (polyTregs) CD4 'CD127°%"CD25" w czterech grupach dawkowania
w zakresie od ~ 5x10° do okoto 2,6x10° komorek w pojedynczej infuzji. Sredni wiek
badanych wynosit 30,3 + 8,7 lat, a $redni czas trwania choroby 39 + 26,4 tygodni od
badania przesiewowego. Proces namnazania Tregs odbywat si¢ ze zwiekszong
fosforylacja STATS (sygnat dla cytokin regulujacy ekspresje FOXP3) w odpowiedzi na
IL-2, co zwigkszalo aktywno$¢ supresyjng Tregs in vitro i dlugoterminowe przezycie
Tregs w warunkach in vivo (ponad 1 rok). Terapia komérkowa byta dobrze tolerowana
bez oznak toksyczno$ci krotkoterminowych (w tym reakcji na wlew lub zespohlu
uwalniania cytokin), gwattowny spadek produkcji endogennej insuliny lub zakazen
oportunistycznych. W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano rowniez dobra
odpowiedz metaboliczng w postaci stabilnego poziomu C-peptydu, ktéry utrzymywat
si¢ na statym poziomie nawet do kilkudziesieciu tygodni od podania adoptywnych
Tregs. Ponadto wyniki tego badania sugeruja, ze bezpieczne s3 dawki infuzji
adoptywnych Tregs w zakresie 500-krotnym.

W projekcie badawczym Jeffrey A. Bluestone i wsp. zasugerowali, ze zwigkszenie
immunosupresji w warunkach in vitro oraz w warunkach aktywacji i ekspansji Tregs
z IL-2, moze spowodowaé, ze zostanie zwickszona skutecznos$¢ terapii. Taka
skojarzona terapia komorkowa jest obecnie w fazie rozwoju. Podsumowujac, wykazano,
ze autologiczne Tregs moga by¢ podawane adoptywnie 1 sg dobrze tolerowane przez
pacjentdw z nowo rozpoznang T1D . Wyniki uzyskane prze amerykanskich naukowcow
pokrywaja si¢ z wynikami badan, jakie zostaty przedstawione wczes$niej przez polskich

autor6w niniejszego badania.

Identyfikacja limfocytow Tregs jest jednym z najwazniejszych osiagnie¢
wspotczesnej immunologii. Postep prac naukowych nad limfocytami Tregs, oraz rozwoj
mozliwosci technicznych daja wyrazng nadzieje na podejmowanie, w niedalekiej
przysziosci, terapii w petni wykorzystujacych potencjal limfocytow o wilasciwosciach
regulacyjnych. Przedstawione w tej pracy wyniki badan innowacyjnej terapii s3 tego

najlepszym przyktadem.
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Warto pamigtaé, ze z punktu widzenia klinicznego istotna jest nie tylko efektywnosc¢
infuzji komoérek T regulatorowych w leczeniu cukrzycy, ale takze inne aspekty tej
swoistej ingerencji w uktad odpornosciowy cztowieka, w tym mozliwo$¢ wystgpienia

glebokiej immunosupres;ji.

Wstepne wyniki sg zachgcajace, pozwalajace uwierzy¢, ze przeprogramowanie Tregs
lub infuzja autologicznych Iub alogenicznych limfocytow Tregs moze zmienié
naturalny przebieg choroby autoimmunologicznej. Potrzebne s3 wysitki majacych na
celu opracowanie lekow zdolnych przeprogramowac Tregs i ustali¢, ktére subpopulacje
limfocytow Tregs najlepiej nadaja si¢ do wykorzystania w terapii komorkowej (Miyara i

inni, 2014) (Himmel i inni, 2012).

Z uwagi na stosunkowo pozne rozpoznanie pacjentéw z T1D, gdzie tylko 10 do 30%
wysp trzustkowych nadal funkcjonuje i tylko taki zakres moze by¢ objety ochrona, czas
rozpoznania T1D i wlaczenie prezentowanego leczenia bylo oczywistym ograniczeniem
medycznym tego badania. Rutynowe markery autoimmunizacji istotne dla T1D, takie
jak autoprzeciwciata moga identyfikowaé pacjentdw zagrozonych rozwojem choroby,
jednak ich dokfadno$¢ w przewidywaniu choroby, nie jest wystarczajaca do
identyfikacji wczesnego stadium TI1D. Jest =zatem konieczne opracowanie
wiarygodnych kryteriow wczesnego wykrywania T1D, gdy masa komoérek [ jest
znacznie wyzsza. Wzbogacenie rutynowego algorytmu rozpoznania T1D o: typowanie
HLA, ocen¢ konkretnych polimorfizméw nie-HLA, ocen¢ limfocytow T
autoreaktywnych lub krazacego DNA wysp trzustkowych, moze zwickszy¢ czulo$¢ i
swoisto$¢, oraz identyfikowaé pacjentow w bardzo wczesnym stadium choroby z
wyzsza masg wysp trzustkowych. Podawanie Tregs w takim wczesnym stadium
cukrzycy na pewno poprawilaby skutecznos$¢ terapii. (Akirav i inni, 2011) (Steck i inni,

2014)

Podsumowujac, przedstawiona terapia wykorzystujaca adoptywne limfocyty T
regulatorowe CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(-) jest bezpieczna. Terapia chroni
wyspy przed procesem autoimmunologicznym, jesli zastosujemy ja na wezesnym etapie
rozwoju T1D (do 6 miesigcy od diagnozy). Kilka mozliwych przyczyn wptywajacych
na skuteczno$¢ terapii zostato zidentyfikowanych. Tregs sa bardzo zalezne od IL-2.

Progresja choroby wigzala si¢ ze zmiang proporcji Tregs naiwnych/pamigci oraz z
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powoli zwigkszajaca si¢ aktywnoscig cytokin prozapalnych, ktére zostaty tylko
czesciowo kontrolowane przez podawanie Tregs. W zwigzku z tym, leczenie powinno
si¢ podejmowac na jak najwcze$niejszym etapie od rozpoznania, aby chroni¢ mozliwie
najwyzszag mas¢ wysepek trzustkowych, ale takze wykorzystujac zachowang
prawidlowg aktywnos$¢ Tregs we wczesnym etapie T1D. Warto zastanowi¢ si¢ w
przysztosci nad zoptymalizowaniem metody i skojarzeniem przedstawionej terapii z
odpowiednimi lekami lub w poltaczeniu z przeszczepem trzustki lub przeszczepem wysp

trzustkowych, aby zwigkszy¢ szanse na jeszcze lepszy efekt terapeutyczny.
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W cukrzycy typu 1 (T1D) komorki wysp trzustkowych sa niszczone przez
autoreaktywne limfocyty T, co skutkuje brakiem produkcji insuliny. Przedstawiona w tej pracy
nowatorska immunoterapia limfocytami T regulatorowymi (Tregs) jest w stanie przedhuzy¢

remisj¢ u chorych ze S$wiezo rozpoznang T1D.

Niemniejsza rozprawa jest ocena odpowiedzi metabolicznej i immunologicznej na
leczenie limfocytami T regulatorowymi CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(-). Przedstawiono
wyniki 2-letniej obserwacji dwanasciorga dzieci z nowo rozpoznang T1D, ktérym podano
wczesniej namnozone in vitro autologiczne Limfocyty Tregs. Dodatkowo, probowano odniesé

uzyskane wyniki do grupy kontrolnej, nieleczone;j.

Dwa lata po wlaczeniu terapii T1D postgpowata, a wszyscy pacjenci byli
insulinozalezni. Funkcja komoérek B mierzona poziomem C-peptydu i dawkami podawanej
egzogennej insuliny byly najlepiej zachowane u pacjentow leczonych dwoma dawkami Tregs
(3/6 w remisji), gorsze wyniki zaobserwowano u pacjentow leczonych jedng dawka Tregs (1/6
W remisji), a najgorsze w grupie kontrolnej, nieleczonej (brak remisji). Po podaniu pacjentom
limfocytow Tregs zaobserwowano zwigkszony poziom limfocytow Tregs w krwi obwodowej
w ciggu kilku pierwszych miesigcy oraz zmiang fenotypu Tregs =z naiwnych
CD62L'CD45RA'CD62L" na pamieci CD45RA".Ta zmiana byla odwracalna w grupach
leczonych, natomiast w grupie kontrolnej nieleczonej nie byta odwracalna i postepowata
z czasem trwania choroby. Ponadto zaobserwowano utrzymujacy si¢ wzrost stezenia w
surowicy krwi cytokin prozapalnych. Poziom IL6 wzrést we wszystkich badanych grupach,

natomiast poziom IL1 i TNF o dodatkowo wzrosty takze w grupie nieleczonych pacjentow.

Wyniki przedstawionych przez autoréw tego projektu badan sugeruja, ze terapia adoptywna
limfocytami Tregs spelnia wszystkie kryteria, aby uzna¢ ja za bezpieczng. Mata liczba
leczonych pacjentéw jest ograniczeniem przedstawionego badania. Niemniej jednak wyniki tej
nowatorskiej terapii zachecaja do dalszych badan na wigkszej liczbie osob. Infuzja
autologicznych  limfocytow  Tregs moze zmieni¢ naturalny przebieg choroby
autoimmunologicznej. W celu poprawienia skutecznosci przedstawionej terapii potrzebne sa
wysitki majgce na celu opracowanie lekow zdolnych przeprogramowaé Tregs i ustali¢, ktore

subpopulacje limfocytéw Tregs najlepiej nadajg si¢ do wykorzystania w terapii komorkowe;j.
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Type 1 diabetes is a condition in which the pancreatic islets are destroyed by
selfreactived T cells. This report aims at finding factors affecting the efficacy of Tregs

therapy.

We present metabolic and immune background of twelve children with recent
onset TIDM treated with up to 30x10%kg b.w. of autologous expanded ex vivo
CD3'CD4'CD25""CD127" Tregs and respective non-treated control subjects in two-

years-lasting follow-up.

T1DM progressed and all patients were insulin dependent two years after inclusion.
B-cell function measured with c-peptide levels and consumption of exogenous insulin
were the best preserved in those treated with two doses of Tregs (3/6 in remission),
worse in those treated with one dose (1/6 in remission) and the worst in non-treated

controls (no remissions).

Increased levels of Tregs could be seen in peripheral blood for few months after their
adoptive transfer together with the shift from naive CD62L'CD45RA" to memory
CD62L'CD45RA"™ Tregs. The shift was reversible in the treated groups but slowly
progressing in non-treated controls. Sustained increase in serum levels of
proinflammatory cytokines was found in the follow-up. IL6 levels increased in all
examined groups and those of IL1 and TNFa increased also in control non-treated
subjects. The survival of expanded Tregs in vitro was dependent on IL2 and the
presence of other lymphocytes in the cultures.Several possible reasons affecting the
efficacy were identified. Tregs were highly dependent on IL2. The disease progression
was associated with changing proportions of naive/memory Tregs and slowly increasing
proinflammatory activity, which was only partially controlled by administered Tregs.
Hence, the therapy should be administered at earliest convenience to protect the highest

possible mass of the islets but also to utilize preserved content of Tregs in early phase of

T1DM.

Presented study confirmed safety of the Tregs therapy Additional dose of Tregs later in
the study improved the results but the effects were limited Tregs can stop the

destruction of pancreatic islets and protect from autoimmune type 1 diabetes
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