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Skróty i akronimy u�ywane w pracy:

ADA = (ang. American Diabetes Association) Ameryka�skie Towarzystwo

Diabetologiczne

APC = (ang. antigen presenting cell) komórka prezentuj ca antygen

BMI = (ang. body mass index) wska!nik masy cia"a

DDI = Dobowa dawka insuliny

FSC = (ang. forward scatter) #wiat"o rozproszone na wprost, parametr stosowany w

cytometrii przep"ywowej, opisuje wielko#$ badanych cz stek (komórek)

GAD = (ang. glutamic acid decarboxylase) dekarboksylaza kwasu glutaminowego

h = godzina

HbA1c = hemoglobina glikowana

HLA = (ang. human leukocyte antigens) antygeny ludzkich leukocytów, nazwa MHC

stosowana u ludzi

IAA = (ang. insulin autoantibodies) przeciwcia"a przeciwinsulinowe IA-2 = (ang.

insulinoma-associated protein 2) antygen 2 zwi zany z insulinoma

IL = interleukina

MFI = ( ang. mean/median fluorescence intensity) #rednia intensywno#$ fluorescencji/

/mediana intensywno#ci fluorescencji (w tek#cie bli%ej zdefiniowano, kiedy opisywano

#redni , a kiedy median&)

MHC = (ang. major histocompatibility complex) g"ówny uk"ad zgodno#ci tkankowej

MMTT = (ang. mixed meal tolerance test) test tolerancji glukozy z zastosowaniem

posi"ku mieszanego, z du%  cz&stotliwo#ci  pobierania próbek

MODY = (ang. maturity onset diabetes of youth) cukrzyca typu doros"ego u osób

m"odych

NOD = (ang. non-obese diabetic mice) myszy spontanicznie zapadaj ce na cukrzyc&

pomimo braku oty"o#ci; zwierz&cy model cukrzycy typu 1

PBS = (ang. phosphate-buffered saline) = zbuforowany roztwór soli fizjologicznej

peptyd C = (ang. connecting peptide) peptyd " cz cy; cz&#$ cz steczki proinsuliny

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

krwiobiegu





SSC = (ang. side scatter) �wiat o odbite pod k!tem 90º i rozproszone bocznie, parametr

stosowany w cytometrii przep ywowej, opisuje g"sto�# i liczb" ziarnisto�ci w

analizowanych komórkach

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

Tcm = (ang. central memory T cell) limfocyt T pami"ci centralny, immunofenotyp -

CD4+CD27+CD45RO+/CD4+CCR7+CD45RA-

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

Tem = (ang. effector memory T cell) limfocyt T pami"ci efektorowy, immunofenotyp -

CD4+CD27-CD45RO+/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 nowotworów a

WHO = (ang. World Health Organization) $wiatowej Organizacja Zdrowia
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I. Wst�p

I.1. Cukrzyca typu 1 – wprowadzenie.

Cukrzyca (ang. Diabetes mellitus, DM) nale�y do grupy chorób przewlek ych

niezaka!nych. Jest to choroba metaboliczna, która charakteryzuje si" przewlekle

zwi"kszonym st"�eniem glukozy wynikaj#cym z nieprawid owego wydzielania

i dzia ania insuliny. Mo�e prowadzi$ do licznych powik a% w tym do kwasicy,

niewydolno&ci nerek, chorób serca, udaru mózgu i &lepoty (Canivell i inni, 2014)

Na podstawie danych WHO okre&laj#cych wyst"powanie cukrzycy w ró�nych

&rodowiskach i ró�nych szeroko&ciach geograficznych cukrzyc" zalicza si" do

wspó czesnych globalnych chorób spo ecznych i cywilizacyjnych. 'wiadectwem wagi

 i powszechno&ci tego problemu jest rezolucja Zgromadzenia G ównego Narodów

Zjednoczonych przyj"ta w grudniu 2006 r., która cukrzyc" wliczy a do grupy chorób

zagra�aj#cych ludzko&ci  o zasi"gu epidemii. (Chobot i inni, 2009)

Wed ug klasyfikacji Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego wyró�niamy 4 postacie

cukrzycy:

1. cukrzyca typu 1 (autoimmunologiczna, idiopatyczna),

2. cukrzyca typu 2 (defekt progresywnego wydzielania insuliny prowadz#cy do

insulinooporno&ci),

3. cukrzyca ci"�arnych (ang. Gestational diabetes mellitus, GDM, która jest

diagnozowana w drugim lub trzecim trymestrze ci#�y) oraz

4.  inne specyficzne typy cukrzycy, takie jak: genetyczne defekty czynno&ci

komórki b, genetyczne defekty dzia ania insuliny, choroby

zewn#trzwydzielniczej cz"&ci trzustki, endokrynopatie, leki i substancje

chemiczne, infekcje, rzadkie postacie cukrzycy wywo ane procesem

immunologicznym oraz inne uwarunkowane genetycznie zespo y zwi#zane

z cukrzyc#.

Do innych specyficznych typów cukrzycy wynikaj#cych z okre&lonych mutacji dla

konkretnych genów zaliczamy np. tzw. cukrzyce monogenow# lub inaczej cukrzyc"

doros ych u osób m odych (MODY, ang. maturity-onset diabetes of the young)

ujawniaj#ca si" zazwyczaj do 25 r.�.. Najpowszechniej wyst"puj#cymi mutacjami

 w tej postaci cukrzycy jest mutacja genów dla glukokinazy, czynnika j#drowego
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hepatocytów (HNF) -1�, dla czynnika promotora insuliny (IRF). (Polskie

Towarzystwo Diabetologiczne, 2016)

Cukrzyca typu 1 (ang. DM1, T1D- ang. Type 1 diabetes),  nazywana dawniej cukrzyc 

insulinozale!n  lub m"odzie#cz ) powstaje w wyniku procesu autoimmunologicznego,

czyli niszczenia komórek beta (b) trzustki przez w"asny uk"ad odporno$ciowy. W ci gu

ostatnich 40 lat cz%sto$& wyst%powania T1D ca"ym $wiecie wzrasta o 3-5% rocznie

(Rewers i inni, 2009). Stanowi ona obecnie 5-10 % wszystkich zachorowa# na cukrzyc%

(Maahs i inni, 2010) (Atkinson i inni, 2014).

 Komórki beta (b) produkuj ce insulin% znajduj  si% w wyspach trzustkowych tzw.

wyspach Langerhansa. Badania histologiczne trzustki pacjentów ze $wie!o rozpoznan 

cukrzyc  typu 1 wykaza"y naciek wysp Langerhansa przez komórki jednoj drzaste,

które pó'niej zosta"y zidentyfikowane jako limfocyty T i B, monocyty / makrofagi

i komórki NK (rys. 1). Obecnie proces ten cz%sto okre$lany jest jako zapalenie wysp

(insulitis).  Pe"noobjawowy obraz choroby wyst%puje po utracie 90-95% komórek b,

natomiast rozpoznanie cukrzycy typu 1 ma zwykle miejsce, gdy w przybli!eniu dwie

trzecie tych komórek jest zniszczone (Atkinson i inni, 2014) (Canivell i inni, 2014).

W wyniku zniszczenia wysepek dochodzi do bezwzgl%dnego braku insuliny lub jej

produkcja nie wystarcza do utrzymania prawid"owego st%!enia glukozy we  krwi.

Rysunek 1.Patologiczne cechy trzustki w cukrzycy typu 1: Naciek wyspy  trzustkowej u pacjenta

z nowo rozpoznan� cukrzyc� typu 1. Immunohistochemia pokazuje wewn�trzwyspow�

obecno ! komórek CD3-dodatnich (br�zowy) i komórek alfa produkuj�cych glukagon (ró"owy).

(Atkinson i inni, 2014)
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W zasadniczej wi�kszo ci T1D dotyczy dzieci. Pocz!tek choroby jest zazwyczaj nag"y,

a objawy narastaj! w ci!gu kilku dni. Jedyn!  form! leczenia T1D jest insulinoterapia.

Niedobór insuliny u pacjentów z cukrzyc! typu 1 wymaga ci!g"ego podawania tego

hormonu do ko#ca $ycia chorego.

Cukrzyca typu 1 mo$e równie$ rozwin!% si� u doros"ych. Pó&no ujawniaj!c! si�

cukrzyca typu I u doros"ych (ang. latent autoimmune diabetes in adults, LADA) jest

wolno post�puj!ca postaci! cukrzycy autoimmunologicznej, która mo$e pocz!tkowo nie

wymaga% podawania insuliny i mo$e by% b"�dnie zaklasyfikowana jako cukrzyca typu 2

(Laugesen, 2015). Ta posta% cukrzycy ujawnia si� zwykle u osób w wieku od 25– 30 do

45–50 r.$.

I.1.1. Epidemiologia

Co roku diagnozowanych jest ok 86 000 nowych przypadków cukrzycy typu 1

(T1D). Zapadalno % wzrasta na ca"ym  wiecie, a wiek rozpoznania choroby obni$a si�.

Z raportu przygotowanego w 2015 przez Mi�dzynarodow! Federacj� ds. Cukrzycy, IDF

(ang. International Diabetes Federation) wynika, $e w grupie wiekowej 0-14 lat na

 wiecie jest oko"o 542 000 dzieci cierpi!cych na T1D z czego 25% to mieszka#cy

Europy. W Polsce na 1000 dzieci (0-14 lat) przypada 6,4 dzieci chorych na T1D.

Wed"ug najnowszych danych w Europie najwi�ksza zapadalno % wyst�puje w Finlandii,

która ma rocznie 62,3 nowych przypadków na 100.000 dzieci. Kraje europejskie, które

maj! najwi�kszy udzia" w ogólnej liczbie osób cierpi!cych na T1D u dzieci s! Wielka

Brytania, Rosja i Niemcy. Mi�dzynarodowa Federacja Diabetologiczna prognozuje

wzrost o 19% zachorowa# na cukrzyc� w Polsce do 2035 roku. Analizuj!c dane NFZ na

temat pacjentów leczonych insulin! w 2009 roku by"o ich 595 252, w 2010 – 613 700,

a w 2011 – 627 971, co oznacza wzrost w ci!gu dwóch lat o 5,5%. W tym samym

okresie (2009-2011) wzrost kosztów leczenia insulin! wzrós" z 564 081 177z" do 658

063 920 z" czyli a$ o 17%.

Du$e badania potwierdzi"y dalszy wzrost zachorowalno ci na T1D w Europie od 1989

do 2008 roku o oko"o 3% -4% rocznie (Patterson i inni, 2012).
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Rysunek 2. Cz�sto�� wyst powania cukrzycy typu 1 u dzieci w wieku 0-14 lat, zale!na od rejonu

geograficznego i czasu.(A) szacowan" cz sto�ci" wyst powania cukrzycy typu 1, wg. regionu, w

2011r. (B) trendy czasowe oparte na cz sto�ci wyst powania cukrzycy typu 1 u dzieci w wieku

0-14 lat na obszarach o wysokim lub po�rednim wska#niku choroby (Atkinson i inni, 2014).

T1D mo�e rozwin ! si" w ka�dym wieku, ale rzadko odbywa si" to w pierwszym roku

�ycia, a w szczególno#ci w pierwszych 6 miesi cach �ycia. Zaobserwowano,

i� najwi"ksza zapadalno#! w grupie dziewcz t przypada na okres 5-9 lat, a  w grupie

ch$opców w przedziale wiekowym 10-14 lat (rys. 2) (Tuomilehto, 2013).
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Zachorowalno�� w Polsce podwaja si  co 10 lat (Jarosz-Chobot i inni, 2011). Wska!nik

zapadalno�ci na cukrzyc  typu 1 w populacji wieku rozwojowego do lat 14 w Polsce

wykazuje ró"nice regionalne i waha si  w ci#gu ostatnich lat od 5,0/100 tys.

 w makroregionie lubelskim i 6,18/100 tys. w województwie rzeszowskim do 9,2/100

tys. w województwie pomorskim i regionie $ódzkim, wykazuj#c sta$y, systematyczny

wzrost w kolejnych latach. T1D w populacji wieku rozwojowego ujawnia si 

najcz �ciej w okresie przedpokwitaniowym i w okresie pokwitania, cz �ciej

u dziewcz#t, przy najni"szej zachorowalno�ci w miesi#cach letnich i najwy"szej na

prze$omie jesieni i zimy (Bodalski, 2003).  Badania te mog$yby sugerowa� sezonow#

zmienno�� T1D lecz obecnie wiadomo i" cz stsze jej diagnozowanie w okresie

jesienno-zimowym, jest skutkiem cz stszych bada% lekarskich, które maj# miejsce

w tym w$a�nie czasie z powodu infekcji (Gandhi Forouhi i inni, 2014). Ponadto wi kszo��

publikacji wskazuje, i" choroby o pod$o"u autoimmunologicznym znacznie cz �ciej

dotycz# kobiet, natomiast w przypadku cukrzycy typu 1 wyst puje  nieznaczna

przewaga ch$opców i m "czyzn (Hansen i inni, 2015)
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I.1.2. Etiologia i Patogeneza

Etiologia i patogeneza cukrzycy typu 1 (T1D) od lat jest przedmiotem

intensywnych bada�. Na pocz tku lat 70 XX wieku zwrócono uwag! na

uwarunkowania genetyczne i "rodowiskowe.

Za udzia#em genów w rozwój T1D przemawia fakt, $e w wieku 60 lat, 65%

identycznych bli%ni t probantów T1D rozwinie T1D. Ponadto, dzieci urodzone

w rodzinach w których wyst pi# przypadek cukrzycy typu 1 wyst!puje 5% ryzyko

pojawienia si! T1D  do 20 r.$., w porównaniu z 0,3% ryzykiem dla dzieci bez

pozytywnego wywiadu rodzinnego (Bonifacio i inni, 2010).

Dotkni!ty chorob  T1D cz#onek rodziny Prawdopodobie�stwo

wyst pienia T1D

Pierwszy stopie� pokrewie�stwa (ogólnie) 5-6%

Matka 2%

Ojciec 7%

Bli%ni!ta monozygotyczne 30-50%

Bli%ni!ta dizygotyczne 6-10%

Tabela 1. Prawdopodobie�stwo wyst pienia T1D w!ród najbli"szej rodziny chorego

(Tuomilehto, 2013)) (Hansen i inni, 2015).

Jednak zdecydowana wi�kszo ! chorych na T1D nie posiada  krewnego pierwszego

stopnia obci"#onego t" chorob".

Istotnym czynnikiem predysponuj"cym do wyst"pienia T1D jest zjawisko mimikry

molekularnej, czyli podobie$stwa antygenów cz%owieka do wybranych bia%ek wirusów,

ro lin i zwierz"t.

U 15% pacjentów ze zdiagnozowan" T1D wykazano w limfocytach obecno ! genomu

wirusa CMV oraz w surowicach wyst�powanie autoprzeciwcia% skierowanych

przeciwko wysepkom trzustkowym. To mog%o sugerowa! autoimmunizacyjny charakter

choroby oraz zwi"zek infekcji wirusowej z tym schorzeniem (Roep i inni, 2002).

Badania Honeymana i wsp. wskazuj" na istnienie molekularnego podobie$stwa mi�dzy

fragmentami fosfatazy tyrozynowej, a g%ównym immunogenem rotawirusa (RV), jakim
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jest bia�ko VP7. Uwa a si!,  e podobie"stwo mi!dzy sekwencj# aminokwasow#

antygenu gospodarza (IA-2) i bia�kiem wirusa (VP7) prowadzi do krzy owej

reaktywno$ci komórek T, której skutkiem jest przerwanie tolerancji immunologicznej

prowadz#ce do choroby autoimmunizacyjnej. Stwierdzono równie ,  e wirusowe bia�ko

VP7 wykazuje 57% identyczno$ci i 97% podobie"stwa do dekarboksylazy kwasu

glutaminowego (GAD65) (Honeyman i inni, 2010).

Do powstawania autoprzeciwcia�a GAD65 dochodzi najprawdopodobniej na skutek

prezentowania przez HLA-DR3 limfocytom T CD4+ fragmentu wirusowego bia�ka

UL57, wykazuj#cego molekularne podobie"stwo do GAD65. Badania

z wykorzystaniem autoreaktywnych limfocytów T wykaza�y,  e limfocyty T wi# # si! z

determinant# antygenow# wirusowego bia�ka w obr!bie krótkiej sekwencji

aminokwasowej (Hiemstra i inni, 2001).

Lenmark zwraca uwag! na zjawisko insulinooporno$ci, które dotyczy nieco starszych

pacjentów ze $wie o wykryt# cukrzyc# typu 1, u których procesy autoimmunologicznej

destrukcji komórek % przebiegaj# wolniej i u których pojawiaj# si! procesy

insulinooporno$ci zwi#zane mi!dzy innymi z burz# hormonaln# okresu pokwitania, co

mo e si! wi#za& równie  z podwy szonym st! eniem peptydu C (Lernmark, 2013).

Badania wykaza�y niejednoznaczn# rol! zwi!kszenia masy cia�a, BMI

i insulinooporno$ci, jako czynników predysponuj#cych do rozwoju T1D. Zwi!kszona

pr!dko$& wzrostu by�a najlepszym wska'nikiem progresji do T1D w dwóch badaniach

(D'Angeli i inni, 2010), (Lamb i inni, 2009).

W zwi#zku z tym, i  T1D jest bardziej powszechna na pó�nocy, naukowcy

zasugerowali,  e poziom witaminy D mo e mie& wp�yw na rozwój choroby.

Zaobserwowano,  e st! enie kr# #cej witaminy D u dzieci i m�odzie y z T1D zmienia

si! sezonowo i jest znacznie mniejsze ni  w grupie kontrolnej (Cooper i inni, 2011).

Hipoteza ta nadal wymaga potwierdzenia.

Ponadto w$ród czynników $rodowiskowych, które mog# wp�ywa& na rozwój cukrzycy

wymienia si! równie : zbyt krótki okres karmienia piersi#, wczesne rozpocz!cie

karmienia niemowl#t mlekiem krowim lub jego mieszankami, diet! bogat# w gluten,

wprowadzanie do diety produktów zbo owych, zwyczaje  ywieniowe, takie jak

stosowanie sztucznych substancji s�odz#cych, ekspozycj! na zwi#zki toksyczne (N-

nitrozopochodne), czynniki stresogenne, niedobór witaminy D3 , jak równie  popraw!
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higieny i opieki zdrowotnej. Do czynników �rodowiskowych o dzia aniu ochronnym

zalicza si!: karmienie piersi" co najmniej przez pierwsze 6 miesi!cy, szczepienia

ochronne, wczesna suplementacja witaminy D3, dieta bogata w kwasy t uszczowe

wielonienasycone # 3,6, wspó istnienie chorób atopowych, wczesny kontakt

z czynnikami infekcyjnymi (Barbeau i inni, 2007).

Podsumowuj"c, istotn" rol! w wi!kszej cz!sto�ci wyst!powania T1D  odgrywaj"

ró$norodne czynniki �rodowiskowe, w tym zaka$enia, dieta, ekspozycja na witamin!

D3, zanieczyszczenia �rodowiska, zwi!kszona pr!dko�% wzrostu, oty o�% i oporno�% na

insulin!. Jednak ostateczne czynniki przyczynowe nie s" znane (Canivell i inni, 2014).

I.1.2.1. Uwarunkowania genetyczne cukrzycy typu 1 – zwi�zek z HLA

Rozwój T1D jest zwi�zany z nosicielstwem konkretnych genów. Podatno ! ta

jest  zwi�zana  g"ównie  z  genotypami  HLA  DR  i  DQ  oraz  w  mniejszym  stopniu

z wieloma innymi loci. Najnowsze badania genetyczne w tym badania mapowania

genów rzucaj� nowe  wiat"o na temat mo#liwych pocz�tków T1D wskazuj�c

potencjalne choroby- istotne szlaki biologiczne (Todd, 2010). T"o genetyczne mo#e

równie# wp"ywa! na reakcje na bod$ce  rodowiskowe (Atkinson i inni, 2014).

G"ówny uk"ad zgodno ci tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC)

zlokalizowany jest na krótszym ramieniu chromosomu 6 (6p21.1-21.3) obejmuje

fragment "a%cucha DNA o d"ugo ci ok. 4 mln. par zasad, który zawiera 200 genów.

Obszar MHC dzieli si& na 3 regiony: MHC klasy I, II oraz III. Geny g"ównego uk"adu

zgodno ci tkankowej koduj� cz�steczki, nazwane u ludzi antygenami zgodno ci

tkankowej (ang. human leukocyte antygen, HLA), które zlokalizowane s� w regionie

MHC klasy I i II. Geny HLA klasy I i II, s� wysoce polimorficzne i sk"adaj� si& z wielu

ró#nych form alelicznych (Pociot i inni, 2002) (Notkins, 2002).

W zwi�zku z istnieniem udokumentowanego zwi�zku miedzy ekspresj� niektórych

antygenów/alleli HLA i cz&sto ci wyst&powania chorób, g"ównie o charakterze

autoimmunizacyjnym, geny g"ównego uk"adu zgodno ci tkankowej mog� by! u#ywane

jako markery genetyczne podatno ci na rozwój ró#nych chorób w tym T1D. Przyczyna

tego zjawiska nie jest do ko%ca znana, ale wiadome jest i# sama ekspresja cz�steczek

HLA nie jest przyczyn� choroby, a jedynie mo#e by! czynnikiem sprzyjaj�cym jej
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rozwojowi. W szeregu publikacji wykazano wyst�powanie charakterystycznego wzoru

haplotypów MHC w�ród ró nych grup etnicznych i w kohortach pacjentów

z  chorobami o pod!o u autoimmunologicznym (Zembala i inni, 2001). Okre�laj"c

prawdopodobie#stwo wyst"pienia choroby skojarzonej z HLA nale y zawsze wzi"$ pod

uwag% czynniki pozagenetyczne, np. epigenetyczne.

Najcz%stszym 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,  e 8.1AH jest zwi"zany ze zwi%kszon" cz%sto�ci" lub ci% szym

przebiegiem klinicznym chorób autoimmunizacyjnym i chorób zaka&nych. W grupie

osób z pochodzenia europejskiego haplotyp ten jest zwi"zany z wi%ksz" cz%sto�ci"

zachorowania na T1D, zespó! Sjögrena, nu liwo�$ mi%�niow", celiaki% i tocze#

uk!adowy.

W przypadku cukrzycy typu 1 najsilniejsz" asocjacj% pomi%dzy ryzykiem jej

wyst"pienia, a obecno�ci" konkretnych HLA obserwuje si% w obr%bie loci DRB1-

DQA1-DQB1.  Najwi%kszym prawdopodobie#stwem wyst"pienia cukrzycy typu 1

okre�la si% przez obecno�$ specyficznego heterezygotycznego genotypu, sk!adaj"cego

si% z nast%puj"cych 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 okre�la si% mianem DR3/DR4 (Noble i inni, 2011).

Ryzyko wyst"pienia cukrzycy typu 1 jest znacznie wi%ksze w przypadku heterozygot

utworzonych przez te dwa haplotypy ni  dla któregokolwiek z homozygot (DR3/DR3

lub DR4/DR4) (Noble i inni, 2011).

Ponad 90% pacjentów z cukrzyc" typu 1 posiada DR3-DQ2 lub DR4-DQ8 (Erlich i inni,

2008).

Udowodniono,  e obecno�$ alleli DRB1*04:01 oraz DQB1*03:02 zwi%ksza ryzyko

wyst"pienia T1D a  8,5 krotnie. Ju  w latach 80-tych ubieg!ego wieku wskazywa!y  e

obecno�$ antygenu DQ8 (DQB1*03:02) b"d& DQ7 (DQB1*03:01) w obr%bie haplotypu

DR4 pozwala oszacowa$ ryzyko wyst"pienia choroby (Ronningen i inni, 1989).

Dodatkowo przydatnym w prognozowaniu T1D mo e by$ locus DPB1  HLA  klasy  II

w szczególno�ci allele DPB1*04:02, DPB1*03:01 i DPB1*02:02 (Noble i inni, 2011).
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Obecnie znane s� ju� równie� antygeny HLA wykazuj ce silne dzia!anie ochronne

przed rozwojemT1D, 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, �e obecno"# wielu konkretnych haplotypów DRB1, DQB1

charakterystycznych dla cukrzycy typu 1 zale�y od rasy/ pochodzenia etnicznego

z wyj tkiem haplotypu DRB1* 0301-DQB1* 0201. Ten ostatni pojawia! si$ równie

cz$sto w ka�dej przebadanej grupie m!odzie�y ze "wie�o wykryt  cukrzyc  typ u 1

(Black i inni, 2013).

Zwi zek HLA z cukrzyc  typu 1 wykazano równie� w klasie I w locus HLA-A i HLA-

B w szczególno"ci obecno"# antygenu HLA-B39, który zosta! uznany za wa�ny czynnik

ryzyka. Natomiast antygen HLA-A*02 zwi$ksza! ryzyko u osób posiadaj cych haplotyp

DR3/4-DQ8 (Rables i inni, 2002).

Najbardziej znacz cymi antygenami w locus HLA-B dla T1D s  allele: B*57:01

(ochronny) i B*39:06 (predysponuj cy). Inne istotne dla T1D allele „predysponuj ce”

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 bada% przesiewowych w kierunku T1D opieraj  si$ na znajomo"ci

genotypu HLA-DR,DQ i innych loci HLA,  z  wywiadem  rodzinnym  oraz

przesiewowymi badaniami na obecno"# autoprzeciwcia! skierowanych przeciwko

antygenom komórek wysp trzustkowych. Dzi$ki tym informacjom mo�na

zidentyfikowa# wi$kszo"# dzieci zagro�onych T1D przed wyst pieniem choroby.

W ostatnich latach przeprowadzono w tym celu badania, w których próbowano ustali#

liczb$ polimorfizmów pojedynczych nukleotydów (SNP), za pomoc  których mo�na

by!oby !atwo okre"li# z wi$ksz  dok!adno"ci  odpowiednie HLA-DR, DQ dla T1D,

i w których mo�na by wyró�ni# haplotyp o najwy�szym ryzyku wyst pienia T1D DR4
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(DR4-DQ8), jak i niezwi�zany z t� chorob� haplotyp DR4-DQB1*03:01 (Nguyen i inni,

2013). Takie badania pozwoli yby na popraw! przewidywania rozwoju cukrzycy typu 1

z wybranych kohort  zagro"onych dzieci (Winkler i inni, 2014).

I.1.3. Diagnostyka T1D

Przed 200 laty cukrzyc� rozpoznawano na podstawie st� enia glukozy w moczu,

a w latach pó!niejszych tak e na podstawie st� enia glukozy we krwi. Do ko"ca lat 70

ubieg#ego wieku nie by#o jednolitych kryteriów diagnostycznych ani klasyfikacji

cukrzycy. Obecnie Ameryka"skie Towarzystwo Diabetologiczne ze $wiatow%

Organizacj% Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) przedstawi#o nast�puj%ce

kryteria rozpoznania cukrzycy: badanie poziomu hemoglobiny glikowanej HbA1c &

6.5% lub badanie glikemii na czczo (8 – 14 godzin bez spo ywania posi#ków), gdzie

warto'( glikemii przekracza & 126 mg /dL (7,0 mmol/L) lub wykonanie testu doustnego

obci% enia glukoz% (ang. oral glucose tolerance test, OGTT), gdzie warto'( glukozy

w osoczu 2 godziny po spo yciu 75-g glukozy rozpuszczonej w wodzie przekracza

&200 mg/dl (11,1 mmol /L) lub kryterium badania glikemii przygodnej (próbka krwi

pobrana w dowolnej porze dnia, niezale nie od spo ytego posi#ku) u pacjenta z

klasycznymi objawami hiperglikemii gdzie oznaczone st� enie 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 osób z cukrzyc% typu 1,  uznaj%c warto'(

HbA1c ) 6,5% za warto'( docelow%, o ile nie wi% e si� to ze zwi�kszeniem ryzyka

niedocukrze" czy pogorszeniem jako'ci  ycia pacjenta. W pozosta#ych przypadkach

celem terapeutycznym powinno by( osi%gni�cie HbA1c ) 7,0%. Docelowa warto'(

glikemii na czczo i przed posi#kami w samokontroli uleg#a zmianie z 70–110 mg/dl na

80–110 mg/dl. W Stanach Zjednoczonych i niektórych krajach Europy w kryteriach

diagnostycznych uwzgl�dniono warto'( HbA1c. Obecnie Polskie Towarzystwo

Diabetologiczne nie zaleca stosowania oznaczenia hemoglobiny glikowanej (HbA1c) do

diagnostyki cukrzycy, ze wzgl�du na brak wystarczaj%cej kontroli jako'ci metod

laboratoryjnych w Polsce oraz nieustalon% warto'( decyzyjn% (odci�cia) HbA1c
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w rozpoznaniu cukrzycy dla polskiej populacji (Polskie Towarzystwo Diabetologiczne,

2016).

Rozpoznanie cukrzycy typu 1 w wieku dzieci�cym i m odzie!czym nie jest trudne je"li

spe nione jest jedno z powy#ej wymienianych kryteriów oraz wyst�puj$ objawy

kliniczne pod postaci$: zwi�kszonego pragnienia, zwi�kszonej ilo"ci oddawanego

moczu, ubytku masy cia a, a w przypadku d u#ej trwaj$cego stanu nierozpoznanej

choroby równie# "pi$czki ketonowej. Potwierdzeniem rozpoznania cukrzycy typu 1 s$

badania immunologiczne i biochemiczne (My liwiec, 2007).

Warto nadmieni&, i# pojawiaj$ si� nowe predykcyjne markery biochemiczne w T1D,

np.: profile lipidowe. Do takich markerów nale#$: fosfatydylocholina, która wykazuje

niskie warto"ci przy urodzeniu i zmniejszone st�#enia triglicerydów oraz fosfolipidów,

a w kilka miesi�cy przed serokonwersj$ autoprzeciwcia  wzrasta poziom

lizofosfatydylocholiny prozapalnej.

I.1.3.1. Peptyd-C – oznaczenie destrukcji komórek �.

W 1967 roku Steiner i wsp. wykazali istnienie jedno�a�cuchowego polipeptydu -

proinsuliny, który w wyniku dzia�ania enzymów proteolitycznych rozszczepiany jest do

dwu�a�cuchowej cz steczki insuliny i jedno�a�cuchowego polipeptydu � cz cego (ang.

connecting peptide), tak zwanego peptyd C. Insulina i peptyd C magazynowane s  w

ziarnisto!ciach komórek, a nast"pnie wydzielane do krwioobiegu w stosunku

equimolarnym. Oznaczenie st"#enia peptydu C jest obecnie najlepsz  metod  na

poznanie rzeczywistej ilo!ci insuliny produkowanej przez trzustk". Metaboliczne

zmiany w naturalnym przebiegu cukrzycy typu 1 s  oznaczone spadkiem wczesnej

odpowiedzi peptydu C przez co najmniej 2 lata przed wyst pieniem pe�noobjawowej

T1D (Sosenko i inni, 2010).

W cukrzycy typu 1 na skutek procesów autoimmunizacyjnych i destrukcji komórek $

obni#enie st"#enia peptydu C stwierdza si" zwykle ju# w chwili rozpoznania choroby. Z

uwagi na ró#nice w dynamice tego procesu dalsze zmniejszanie si" tego st"#enia

post"puje z ró#n  szybko!ci  (Palmer, 2009).

Omówienie pi!miennictwa na temat zastosowania pomiarów peptydu C przedstawili

ostatnio Jones i Hattersley. Autorzy podkre!laj  przydatno!% tego badania do

ró#nicowania mi"dzy cukrzyc  typu 1 a cukrzyc  typu 2, a tak#e mi"dzy cukrzyc  typu

1 a cukrzyc  typu MODY (Jones i inni, 2013).
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Do ujawnienia si� cukrzycy typu 1 dochodzi przy destrukcji 80–90% komórek  , zasad!

jest to, "e w chwili rozpoznania cukrzycy typu 1 st�"enie peptydu C jest obni"one, przy

czym stopie# tego obni"enia jest zró"nicowany. Wiele czynników wp$ywa na dynamik�

obni"ania si� st�"enia peptydu C w pierwszych dwóch latach po ujawnieniu si�

cukrzycy, w%ród nich wymienia si� wiek w chwili rozpoznania choroby, stopie#

kontroli glikemii, geny, a tak"e BMI. (Otto-Buczkowska, 2014)

Bodalski i wsp. wykazali, "e u pacjentów z wy"szymi st�"eniami peptydu C

w momencie rozpoznania cukrzycy remisja cz�%ciowa wyst�powa$a znacznie cz�%ciej

(61%) ni" u chorych z niskim st�"eniem peptydu C (37%) (Bodalski, 2003).

W innych publikacjach zwraca si� uwag� na wy"sze st�"enie peptydu C u dziewcz!t

w pierwszym roku trwania choroby (Schiffrin i inni, 1992).

Palmer i wsp. zwracaj! uwag�, "e dla dalszego przebiegu cukrzycy korzystne jest

st�"enie peptydu C w chwili rozpoznania choroby > 0,6 ng/ml. Autorzy ci podkre%laj!,

"e pacjenci z takim st�"eniem peptydu C w chwili rozpoznania przez wiele nast�pnych

lat maj! lepsz! kontrol� metaboliczn! i znamiennie ni"sze warto%ci HbA1c oraz

mniejsz! sk$onno%& do powik$a# (Palmer, 2004).

Oznaczenie C-peptydu znalaz$o zastosowanie jako bezpo%rednia ocena zniszczenia

komórek b trzustki w procesie autoimmunologicznym. W przeciwie#stwie do insuliny

nie jest on degradowany w w!trobie. Dzi�ki czemu mo"na dok$adnie okre%li&, ile

insuliny zosta$o wyprodukowane przez trzustk� i uwolnione do krwi. Jako norm�

przyjmuje si� st�"enie na czczo 1,2–1,8 ng/ml (400–600 pmol/l lub 0,36–0,7 nmol/l).

Po posi$ku lub po obci!"eniu glukoz! poziom ten ulega podwy"szeniu.

I.1.3.2 Autoprzeciwcia�a w diagnostyce cukrzycy typu 1.

Odpowied� humoralna (limfocyty B) zwi zana z wytwarzaniem autoprzeciwcia!

przeciwko antygenom komórek " odgrywa wa#n  rol$ w procesie destrukcji wysp

trzustkowych. Przeciwcia!a p/wyspowe (ICA) by!y opisane jako pierwsze, ale zosta!y

zast pione bardziej specyficznymi, w tym p/insulinowymi (IAA), p/dekarboksylazie

kwasu glutaminowego (GADA),   p/fosfatazie  tyrozynowej  2  (IA-2), a ostatnio,

p/transporterom cynku Slc30A8 (ZnT8A) (Canivell i inni, 2014).

T1D jest okre%lona przez obecno%& jednego lub wi$cej takich autoimmunologicznych

markerów (Lebastchi i inni, 2012).
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Przeciwcia�a przeciwinsulinowe IAA pojawiaj� si  jako pierwsze, s� oznaczane

w celu przewidywania wyst�pienia cukrzycy typu 1, zw!aszcza u dzieci w wieku

poni"ej pi ciu lat.

U m!odszych osób, ryzyko zbli"a si  nawet do 90% w ci�gu 7 lat (Orbana i wsp. 2009).

Nast pnie pojawiaj� si  przeciwcia!a ICA, GAD,  IA-2 oraz ZnT8A (Wenzlau i inni,

2007).

Przeciwcia!a przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) wykrywa si 

u 70–90% osób przed wyst�pieniem cukrzycy typu 1 i w pocz�tkowym okresie

choroby, przy czym przewa"aj� przeciwcia!a anty-GAD65. Przeciwcia!a anty-GAD

utrzymuj� si  d!u"ej ni" pozosta!e typy przeciwcia! wykrywane u chorych na cukrzyc 

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

(Hansen i inni, 2015).

Przeciwcia�a przeciw wyspom trzustki (ICA) zosta!y opisane w 1974 r. jako pierwsze

przez Bottazzo i wsp. (Bottazzo i inni, 1974). Nale"� do klasy IgG, a ich miano zmniejsza

si  po ujawnieniu si  choroby. Stwierdza si  je u 60–80% badanych chorych

z niedawno wykryt� cukrzyc�, a po roku ich miano maleje i s� wykrywalne u 15–20%

chorych.

Antygen Czu�o ! Specyfi-

czno !

Obecno ! na

pocz"tku

T1D

Adnotacja

ICA Wyspy trzustkowe 70% 99% 70-90% Pojedynczo dodatni

podobna

predykcyjno#$; w

po!�czeniu % 3

zwi kszaj� ryzyko
wyst�pienia T1D do

oko!o 90%; niezale"ne

od wieku.

Odwrotna korelacja z

wiekiem;

Spadki szybko po

rozwini ciu T1D

GADA dekarboksylaza kwasu

glutaminowego
65-75% 99% 70-80%

IA-2 fosfataza tyrozynowa 2 50-90% 99% 50-70%

IAA Insulina/proinsulina 74% 99% ok 90%

ZnT8 Terminalna domena C

transporteru cynku 8
65-75% 99% 60-80%

Tabela 2.Charakterystyka istotnych autoprzeciwcia� w cukrzycy typu 1. (Lebastchi i inni, 2012),

(Hansen i inni, 2015)
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Obecno�� IA-2 wskazuje na najwy sze ryzyko wyst!pienia cukrzycy typu 1. (Ziegler,

2010).

Przeciwcia"a przeciwko IA2 wykrywane s! u 60-70% chorych na cukrzyc# typu 1, przy

czym pierwsze objawy choroby mog! pojawi� si# w ci!gu 5 lat od momentu pojawienia

si# przeciwcia". (Christie i inni, 1997).

Przeciwcia"a IA-2, w przypadku cukrzycy typu 1 zwi!zane s! z obecno�ci! receptorów

HLA-DR4, które prezentuj! autoantygeny limfocytom T CD4+, co prowadzi to do

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

W zale no�ci od wieku zachorowania, autoprzeciwcia"a ZnT8 wyst#puj! u 60-80%

pacjentów z nowo wykryt! cukrzyc! typu 1. (Wenzlau i inni, 2007). Ostatnio cz!steczk#

ZnT8 zidentyfikowano równie  jako wa ny autoantygen prezentowany limfocytom

cytotoksycznym CD8+, które bior! czynny udzia" w procesie destrukcji komórek b

w cukrzycy typu 1. (Wenzlau i inni, 2009). Ponadto w ostatnim czasie prowadzone s!

badania nad bia"kiem ZnT8 wykorzystywanym w celu zahamowania progresji choroby.

Bia"ko to  zwi!zane z HLA-A*0201 mo e ograniczy� reakcje cytotoksyczne

limfocytów CD8+. (Li i inni, 2013).

Bia"ka insuliny i ZnT8 wyst#puj! przede wszystkim w komórkach wysp trzustkowych,

natomiast GAD65 i IA-2 s! zlokalizowane w wielu tkankach. (Lebastchi i inni, 2012).

Dodatni wynik w kierunku pojedynczego zdefiniowanego autoprzeciwcia"a (ang. single

defined autoantibody, d-aab) mo e wynika� z obecno�ci limfocytów B pami#ci, które

mog! znajdowa� si# w w#z"ach ch"onnych lub szpiku kostnym po krótkim

przemijaj!cym incydencie „trzustkowym” nie powoduj!cym pe"noobjawowej cukrzycy.

(LaGasse i inni, 2002). Uzyskane wyniki przez zespó" LaGasse i wsp. potwierdzaj!

wysokie ryzyko wyst!pienia cukrzycy typu 1 w�ród osób z dodatnim wynikiem co

najmniej dwóch przeciwcia" dla trzech g"ównych autoantygenów cukrzycy (GAD, IA2 /

ICA512 i insuliny) oraz pokazuj!,  e strategia ta mo e by� z powodzeniem

wykorzystywana w przewidywaniu wyst!pienia cukrzycy typu 1 u dzieci w wieku

szkolnym. Z kolei inne badania u doros"ych wskazuj!,  e ww. przeciwcia"a s!

przydatne, ale niewystarczaj!ce do przewidywania T1D. (Bottazzo, 2005), (Lampasona,

2010).
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Z przeprowadzonych bada� w 2006 roku przez Seyfert-Margolis i wsp. oraz w 2009 r.

przez Herolda i wsp. wykazano, i  przedstawione autoprzeciwcia!a mog" skutecznie

odró ni# pacjentów z T1D od osób zdrowych. Sze$#dziesi"t jeden procent pacjentów

z cukrzyc" typu 1 wykazywa!o obecno$# dwóch lub wi%cej przeciwcia! w porównaniu

do 0% w grupie kontrolnej.

Niektóre autoprzeciwcia!a okaza!y si% dobrym wska&nikiem mog"cym przewidzie#

wyst"pienie cukrzycy typu 1. Obecno$# trzech lub wi%kszej liczby ww. autoprzeciwcia!

zwi%ksza ryzyko wyst"pienia cukrzycy o 50% w ci"gu 5 lat (Krischer i wsp. 2003).  U

osób m!odszych ryzyko to wzrasta nawet do 90% w ci"gu 7 lat (Orban i wsp. 2009).

I.2. Zaburzenia mechanizmów immunologicznych w rozwoju cukrzycy

typu 1.

Wed!ug modelu „sygna!u zagro enia” Polly Matzinger inicjacja swoistej

odpowiedzi immunologicznej zale y od rozpoznania nie tylko obcej natury antygenu,

ale tak e warunków, w jakich dany antygen jest prezentowany komórkom

immunokompetentnym. Je$li dane warunki zostan" odebrane przez organizm jako

patologiczne, sprzyja# b%d" powstaniu odpowiedzi immunologicznej bez wzgl%du na to,

czy antygen jest w!asny, czy obcy. Komórki prezentuj"ce antygen (APC, antigen

presenting cells) musz" wi%c otrzyma# dodatkowy „sygna! zagro enia”, aby rozpocz"#

odpowied& immunologiczn". W sytuacji autoagresji takim sygna!em mo e by#

nieswoisty proces zapalny towarzysz"cy uwalnianiu autoantygenów w wyniku

zniszczenia tkanek. (Matzinger, 1994)

Teoria Matzinger wpisuje si% w model patogenezy cukrzycy typu 1, stworzony przez

Nerupa i wsp. Zak!ada on,  e po uszkodzeniu wysp trzustkowych przez czynniki

inicjuj"ce autoantygeny s" prezentowane przez komórki APC limfocytom T

pomocniczym CD4+ (Th, T helper), co prowadzi do ich aktywacji. Aktywne limfocyty

Th za po$rednictwem produkowanych przez siebie limfokin indukuj" apoptoz%/nekroz%

komórek beta trzustki, powoduj"c naciek wysp trzustkowych komórkami

mononuklearnymi (insulitis) (Nerup i inni, 1994)

Podkre$la si% rol% defektu mechanizmów regulacyjnych, w tym nieprawid!owej selekcji

autoantygenów w grasicy w powstawaniu autoagresji.

Prze!omowe okaza!y si% prace Sakaguchiego i wsp., którzy w 1995 r. odkryli i 

komórkami odpowiedzialnymi za hamowanie rozwoju autoimmunizacji u myszy s"
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limfocyty T pomocnicze, które na swojej powierzchni maj� receptor �a�cucha a IL-2

(CD25
+
). (Sakaguchi i inni, 1995)

Przypuszcza si , !e wyst"pienie cukrzycy mo!e mie# zwi"zek z redukcj" liczby

limfocytów Tregs oraz os�abieniem ich aktywno$ci supresyjnej oraz  pojawienia si 

opornych na regulacj  patogennych limfocytów T. Nieprawid�owe dzia�anie m.in.

limfocytów regulatorowych mo!e mie# kluczowe znaczenie w inicjowaniu zaburzonych

procesów immunologicznych, w wyniku których dochodzi do za�amania si 

autotolerancji i post puj"cego zniszczenia komórek % wysp trzustkowych. (Gregori i inni,

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

I.3. Limfocyty T regulatorowe (Tregs)

Po raz pierwszy istnienie regulatorowych limfocytów T stwierdzono w 1969r. w

Archi Center Research Institute w Nagoi, w Japonii, w którym przeprowadzono

do$wiadczenie, polegaj"ce na usuni ciu mysiemu !e�skiemu noworodkowi grasicy.

Taka operacja przyczyni�a si  do rozwini cia si  zespo�ów autoimmunologicznych w

wyniku ataku w�asnych komórek odporno$ciowych na w�asne tkanki myszy. Co wi cej,

okaza�o si , !e po wstrzykni ciu zwierz tom limfocytów T choroba ulega�a regresji.

Naukowcy stwierdzili, !e w puli limfocytów T znajduj" si  niescharakteryzowane bli!ej

komórki pomagaj"ce w hamowaniu odpowiedzi immunologicznej. Limfocyty Te

nazwano supresorowymi limfocytami T. W 1995r. Sakaguchi z Uniwersytetu w Kioto,

jako pierwszy wykaza� marker chrakteryzuj"cy Limfocyty Tregs, bia�ko CD25 (receptor

dla interleukiny 2) oraz udowodni�, !e Tregs nale!" do subpopulacji TCD4+.

Jednym z istotnych mechanizmów regulacji odpowiedzi uk�adu immunologicznego s"

limfocyty T-regulatorowe (Tregs), które sprawuj" nadzór nad pozosta�ymi elementami

uk�adu immunologicznego. Limfocyty Te hamuj" proliferacj  limfocytów

efektorowych, jak i wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych. Niedobór ich liczby

lub upo$ledzenie ich funkcji mo!e prowadzi# do pojawienia si  odpowiedzi

immunologicznej skierowanej przeciwko w�asnym antygenom natomiast ich nadmierna

liczba b"d& czynno$# mo!e prowadzi# do zaburzenia odporno$ci i innych konsekwencji

immunosupresji.
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Rysunek 3. Zwi�kszona ekspansja i aktywno�� limfocytów Teff o ograniczonej liczbie Tregs i

funkcji w chorobach autoimmunologicznych, takich jak T1D.  ród!o: (Pham i inni, 2016)

U ludzi ich obecno�� stwierdzono m.in.: w krwi obwodowej, grasicy, �ledzionie,

migda kach i krwi p!powinowej. Zró"nicowana fenotypowo populacja limfocytów

Tregs bierze udzia  m.in. w odpowiedzi przeciwinfekcyjnej, przeciwnowotworowej

i poszczepiennej, wytwarzaniu tolerancji na antygeny pokarmowe, bakterie

saprofityczne i transplantacyjne, w hamowaniu limfocytów autoreaktywnych.

Mechanizm dzia ania komórek regulatorowych opiera si! o uwalnianie cytokin

o dzia aniu supresorowym. (IL-10, TGF-b) b#d$ zachodzi na drodze bezpo�redniego

odzia ywania z komórk# docelow# poprzez prezentacj! receptorów supresyjnych. Tregs

wywieraj# swoje dzia anie regulacyjne na limfocyty T, komórki NK i komórki NKT, na

limfocyty B i komórki prezentuj#ce antygen (APC) (Tan i inni, 2014).

W ostatnich latach Limfocyty Tregs przedstawia si! jako kluczowy element homeostazy

immunologicznej. W kilku badaniach oceniano rol! deficytu ilo�ci lub funkcji

limfocytów Tregs w rozwoju i utrzymywaniu chorób autoimmunologicznych. Takie

defekty s# wynikiem  uszkodzenia samych limfocytów Tregs lub skutkiem cz!�ciowej

oporno�ci na aktywowane komórki efektorowe (Miyara i inni, 2011). Na przyk ad,

Lawson  i  wsp.  stwierdzili,  "e  Tregs  CD4
+
CD25

+
 uleg y zmniejszeniu we krwi

obwodowej u pacjentów z wczesnym reumatoidalnym zapaleniem stawów (Lawson i inni,

2006), a bardziej wspó czesne badania równie" potwierdzi y te wyniki (Jae-Ryong i inni,
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2012) (Li i inni, 2014). Co wi�cej, zaburzenia limfocytów Tregs stwierdzono niedawno

u pacjentów z u pacjentów z toczniem rumieniowatym uk adowym (SLE) (Nocentini i

inni, 2014).

Konsekwencje braku limfocytów Tregs wida! najlepiej na przyk adzie zespo u

chorobowego IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked

), w którym wyst�puje mutacja w genie foxp3, kluczowym dla aktywno"ci nTregs.

Charakterystycznymi objawami IPEX w wieku noworodkowym s# atopowe zapalenie

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

Znaczenie Tregs w regulacji odpowiedzi immunologicznej jest równie$ omawiane na

przyk adzie bada% dotycz#cych ludzkich nowotworów. Liczba limfocytów Tregs jest

podwy$szona w ró$nych typach guzów, takich jak rak piersi, rak p uc, czerniaka

z o"liwego (Nishikawa i inni, 2010).Obecno"! du$ej proporcji komórek CD4 + Tregs

w limfocytach naciekaj#cych nowotwór, przy zmniejszonej proporcji komórek T CD8 +

w stosunku do Tregs, jest zwi#zana ze z ym rokowaniem dla takich nowotworów jak:

rak piersi, jajnika i $o #dka (Sato i inni, 2005).

I.3.1. Rodzaje limfocytów T regulatorowych

Limfocyty Tregs CD4 + mo$na przedstawi! jako dwie odr�bne subpopulacje:

Tregs powstaj#ce w grasicy (tTregs, nTregs – natural Tregs), które rozwijaj# si� jako

odr�bna linia i charakteryzuj# si� stabilnym fenotypem i funkcj#, oraz Tregs

indukowane na obwodzie (pTregs, iTregs -indukowane), które wydaj# si� by!

przekszta cone z konwencjonalnych komórek CD4 + efektorowych T w odpowiedzi na

sygna y mikro"rodowiska. S# to limfocyty pomocnicze produkuj#ce cytokiny: IL-10

(limfocyty Tr1) i TGF-& (limfocyty Th3) (Geiger i inni, 2012).

Badania Taamsa i wsp. wykaza y, i$ Limfocyty Tregs mog# powstawa! w rezultacie

transformacji wysoce zró$nicowanych limfocytów T pami�ci, podczas prezentacji

limfocytom antygenu przez nieprofesjonalne komórki APCs. Do"wiadczenia

przeprowadzone w warunkach in vitro na limfocytach mysich i ludzkich potwierdzaj#

mo$liwo"! powstawania limfocytów Tregs CD4+ CD25+ z limfocytów T CD4+ CD25–

. Takie zjawisko zosta o odnotowane w hodowli komórek w obecno"ci TGF-b oraz

TGF-b i IL-2 (Zheng i inni, 2004).
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Rysunek 4.Rozwój i charakterystyka limfocytów Tregs (Tregs) pochodz�cych z grasicy (tTregs) i

obwodu Tregs (pTregs). Przedstawiono g�ówne markery obecne w subpopulacjach limfocytów

Tregs (Petrillo i inni, 2015).

Wysoki poziomów ekspresji CD25 i FOXP3, niezdolno�� do wytwarzania interleukiny

2 (IL-2) oraz do proliferacji in vitro s  cechami definiuj cymi komórki nTregs.

Podstawowy sposób ich dzia!ania immunosupresyjnego jest zale"ny od ich

bezpo�rednich kontaktów z komórkami efektorowymi (Tan i inni, 2014).

I.3.1.1. Markery limfocytów T regulatorowych (Tregs)

U cz!owieka fenotypowe w!a�ciwo�ci limfocytów Tregs s  o wiele bardziej

zró"nicowane. Równie" wytypowanie populacji limfocytów Tregs spo�ród limfocytów

izolowanych od pacjentów sprawia o wiele wi#cej trudno�ci (Trzonkowski i inni, 2004).

Za najbardziej swoiste markery komórek T regulatorowych CD4
+
CD25

+
 uwa"a si#

wewn trzkomórkowy czynnik transkrypcyjny FoxP3 (ang. forkhead fox P3) (represor

transkrypcji IL-2) b#d cy g!ównym regulatorem ich rozwoju i funkcji, cz steczk# LAG-
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3 (CD223) b�d�c� homologiem CD4 negatywnie reguluj�cym ekspansj� limfocytów T

i ich homeostaz� oraz brak receptora dla IL-7 (IL-7R) – CD127 (Liu i inni, 2006).

I.3.1.1.1. J�drowy Czynnik Transkrypcyjny P3 (FoxP3)

W procesie dojrzewania populacji limfocytów Tregs CD4+ CD25+ podkre la si� rol�

takich receptorów i cytokin jak: CCR8, CD28, CD40, B7.1, B7.2, IL-2 i TGF-b, które

s� niezb�dne do prawid!owego ukszta!towania i funkcjonowania tych komórek. Oprócz

zmian morfologicznych zachodz�cych na powierzchni komórki, Limfocyty Tregs

„nabywaj�” swoisty dla komórek j�drowy czynnik transkrypcyjny P3 (Foxp3). który po

raz pierwszy zosta! zidentyfikowany w!a nie w tych komórkach. Wcze niej

za wiarygodny marker nTregs uwa"ano podjednostk� $ receptora dla IL-2 (CD25),

jednak CD25 jest równie" markerem aktywacji innych limfocytów, dlatego tylko na

podstawie jego wysokiej ekspresji (CD25high) mo"na charakteryzowa% populacj�

nTregs (Campbell i inni, 2007). Badania Hori i wsp. wykaza!y, i" transfer za pomoc�

sondy retrowirusowej mRNA bia!ka Foxp3 naiwnym komórkom T powoduje przej cie

ich w stan anergii i nabycie cech fenotypowych oraz czynno ciowych limfocytów

Tregs, ze zdolno ci� do hamowania innych komórek uk!adu immunologicznego

w!�cznie. Limfocyty z pozytywnie wprowadzon� sond� mRNA bia!ka Foxp3

przeciwdzia!a!y rozwojowi chorób autoimmunizacyjnych (Hori i inni, 2003).

Foxp3 hamuje ekspresj� genów cytokin na skutek oddzia!ywa& z jednym z kluczowych

czynników transkrypcyjnych NFAT. Wzbudzenie ekspresji Foxp3 w komórkach

CD4+CD25- nadaje im w pe!ni funkcjonalny fenotyp regulatorowy. To odkrycie da!o

nowy obraz biologii limfocytów T regulatorowych i przyczyni!o si� do rozwoju terapii

w leczeniu schorze& na pod!o"u immunologicznym. Z kolei funkcja FoxP3 jako

czynnika transkrypcyjnego jest zale"na od stopnia jego metylacji.

U myszy z mutacj� w genie foxp3,  tzw.  myszy sf (scurfy), komórki CD4+CD25+

powstaj�, ale nie wykazuj� w!a ciwo ci regulatorowych. Jedn� z cech

charakterystycznych dla limfocytów T izolowanych od myszy sf jest ich spontaniczna

proliferacja i produkcja cytokin w warunkach in vitro. Limfocyty T CD4+ od myszy sf

s� nadreaktywne, a czynniki transkrypcyjne NFAT i AP-1 s� u nich stale aktywne. Poza

tym limfocyty T od tych myszy w warunkach in vitro by!y oporne na stymulacj�

poprzez TCR, s!abo proliferowa!y i wydziela!y niewielkie ilo ci IL-2.  Skutki

wynikaj�ce z mutacji b�d' te" delecji genu foxp3 s� podobne do tych, które powstaj� po
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usuni�ciu populacji limfocytów T regulatorowych, a wi�c s  zwi zane z rozwojem

chorób o pod!o"u autoimmunizacyjnym . Myszy sf umieraj  w wyniku zaburze#

limfoproliferacyjnych, a ich $mierci zapobiec mo"e jedynie transfer limfocytów Tregs

od myszy typu dzikiego (Khattri i inni, 2003) (Lin i inni, 2007).

Metylacja DNA w okre$lonym obszarze w obr�bie miejsca Foxp3, nazywanym Tregs-

specyficznym regionem demetylowanym (TSDR), powoduje wy! czenie transkrypcji,

a tym samym funkcji regulatorowej limfocytów Tregs. W warunkach fizjologii region

ten jest hipometylowany w naturalnych limfocytach Tregs, natomiast silnie

zmetylowany w indukowanych limfocytach Tregs i populacjach efektorowych (Battaglia

i inni, 2011) (McMurchy i inni, 2011).

Z bada# wynika, "e do prawid!owej funkcji limfocytów Tregs konieczna jest nie tylko

obecno$% czynnika transkrypcyjnego Foxp3, ale tak"e odpowiedni poziom jego

ekspresji, którego obni"enie mo"e wskazywa% na zaburzenia immunoregulacyjne u

pacjentów z chorobami o pod!o"u zapalnym i autoimmunizacyjnym, takimi jak

cukrzyca, celiakia, choroba Le$niowskiego-Crohna czy stwardnienie rozsiane (Ryba, i

inni, 2010).

W przeci gu ostatnich latach zidentyfikowano nowy czynnik transkrypcyjny Helios

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

I.3.1.1.2. Podjednostka � receptora dla IL-2 (CD25).

Ekspresja CD25 jest wyra&nie widoczna zarówno na ludzkich jak i mysich

konwencjonalnych, aktywowanych limfocytach T CD4 i tylko komórki z najwy"sz 

ekspresj  tego bia!ka (CD25 bright) zosta!y uznawane jako Tregs. Limfocyty T

CD4
+
CD25

+
 (Tregs)  stanowi  od  5  do  10%  wszystkich  obwodowych  komórek  CD4

+

i charakteryzuj  si� sta!  i wysok  ekspresj  podjednostek a receptora IL2 (CD25), co

odró"nia je od aktywowanych limfocytów T CD4
+
.

I.3.1.1.3. Antygen CD127 – receptor dla IL-7

Inn  wa"n  fenotypowo cech  limfocytów Tregs u cz!owieka jest brak ekspresji

receptora dla IL-7 (CD127). Wykazano, "e ekspresja FOXP3 jest odwrotnie

proporcjonalnie skorelowana z ekspresj  tego antygenu. Jednoczesne wykazanie

wysokiej ekspresji CD25 i niskiej ekspresji CD127 pozwoli!o na wyznaczenie populacji



I. Wst�p

37

komórek, w której oko�o 98% limfocytów wykazuje obecno ! antygenu FOXP3. Ten

fakt umo"liwi� sortowanie dla celów terapeutycznych stosunkowo czystej populacji

limfocytów Tregs (Trzonkowski i inni, 2004). Wykazano, i" powierzchniowa ekspresja

cz#steczki CD127 pozostaje w odwrotnej korelacji z ekspresj# Foxp3 na limfocytach

Tregs (Vrabelova i inni, 2008).

I.3.1.1.4. Antygen CD45RA

Liczba naiwnych limfocytów Tregs CD4+CD25+CD45RA+ obecnych we krwi i w

w$z�ach ch�onnych zmniejsza si$ wraz z wiekiem, prawdopodobnie wraz z inwolucj#

grasicy jako podstawowym %ród�em dziewiczych limfocytów Tregs.

Zaproponowana przez Cvetanovich i Hafler i udoskonalona przez Sakaguchi i

wspó�pracowników charakterystyka fenotypowa naturalnych Tregs u cz�owieka

wskazuje dwie zasadnicze populacje regulatorowych limfocytów T CD4: nTregs:

dziewicze (naiwne) i spoczynkowe Limfocyty Tregs z ekspresj#

CD25
+++

CD45RA
+
FOXP3

low
 i Limfocyty Tregs efektorowe i aktywowane z ekspresj#

CD25
+++

CD45RA
-
FOXP3

high
. Limfocyty Te cechuje te" ekspresja antygenu CD45RO

co mog�oby wskazywa! ich pami$ciowy charakter jednak"e s# to przede wszystkim

komórki efektorowe. Limfocyty z nisk# ekspresj# FOXP3 i brakiem antygenu CD45RA

nale"# do limfocytów nie-Tregs (ang. non-Tregs) wykazuj#cych zdolno ! wydzielania

IL-2, IFN-& i IL-17. W ród efektorowych limfocytów Tregs wyró"nia si$ ponadto

subpopulacje o zmiennej ekspresji antygenów ICOS i HLA-DR, które charakteryzuje

odmienna aktywno ! proliferacyjna, zdolno ! do syntezy cytokin a tak"e sposób

wywo�ywania supresji w komórkach docelowych. Ponadto Limfocyty Tregs cechuje

obecno ! antygenów GITR, wspomnianego powy"ej kostymuluj#cego antygenu CTLA-

4 a tak"e antygenu CD39, b$d#cego ektonukleotydaz# obecn# na efektorowych

komórkach pami$ci TREM (ang. T regulatory effector/memory cells) (Cvetanowich i inni,

2011) (Sakaguchi i inni, 2010).



I. Wst�p

38

I.3.1.1.5. Cz�steczka CD62L (L-selektyna)

Do�wiadczenia na myszach NOD wykaza y, i! przed rozwojem cukrzycy mog" chroni#

tylko limfocyty T regulatorowe z ekspresj" cz"steczki CD62L (L-selektyny),

TregsCD62L- natomiast s" nieskuteczne (Szanya i inni, 2002). CD62L jest g ównym

receptorem zasiedlania limfocytów T do w$z ów ch onnych. Cz"steczka ta odpowiada

za przytwierdzanie i toczenie limfocytów do !y ek z wysokim �ródb onkiem (HEV)

obecnych w w$z ach ch onnych. Przeprowadzone badania wskazuj", !e subpopulacja

Tregs CD62L+ jest znacznie lepsza w zapobieganiu zarówno autoimmunizacji, jak i

GvHD (przeszczep przeciw gospodarzowi) ni! jej odpowiednik bez ekspresji CD62L

(Ermann i inni, 2005) .

Limfocytom Tregs przypisuje si$ rol$ ochronn" przed rozwojem autoimmunizacji, co

opisano m.in. w mysim modelu cukrzycy typu 1. W badaniach na tym modelu

jednoznacznie wykazano, !e regulacja przez komórki o naiwnym fenotypie (ekspresja

CD62L) jest w tym przypadku najbardziej znacz"ca. Jednak w badaniach in vitro nie

wykazano wy!szej aktywno�ci supresyjnej subpopulacji Tregs CD62Lhigh w

porównaniu z subpopulacj" CD62Llow. Ró!nice w zdolno�ci regulatorowej tych dwóch

subpopulacji odzwierciedlaj" raczej ich w a�ciwo�ci migracyjne ni! aktywno�#

supresorow", gdy! ekspresja CD62L nie wp ywa a na funkcj$ supresorow" Tregs.

Ponadto Limfocyty Tregs wyizolowane bezpo�rednio z wysp trzustkowych myszy NOD

mia y fenotyp CD62Llow, a to sugeruje, !e cz$�# komórek regulatorowych mo!e w

warunkach in vivo ró!nicowa# si$ w komórki efektorowe/pami$ci. Ich migracja do

trzustki nie jest zale!na od receptora CD62L (You i inni, 2004) (Lepault i inni, 2000).

Odmienn" aktywno�# supresyjn" subpopulacji Tregs CD62L+ wykaza y badania Fu

i wsp., w których pokazano, !e subpopulacja limfocytów Tregs CD62L+, w porównaniu

do subpopulacji CD62L-, w warunkach in vitro charakteryzuje si$ lepsz" aktywno�ci"

proliferacyjn" i zachowuje funkcje supresorowe przez co najmniej 30 dni hodowli.

Potwierdzili to te! inni badacze. Tregs o fenotypie CD62L+ charakteryzuj" si$

najlepszymi zdolno�ciami immunosupresyjnymi i tylko one s" w stanie zatrzyma#

rozwój choroby u myszy NOD (non-obese-diabetic mice) (Fu i inni, 2004).

Warto zwróci# uwag$ na fakt, i!  naturalnie wyst$puj"ce limfocyty T regulatorowe s"

zdolne do utrzymania ekspresji CD62L, w przeciwie%stwie do konwencjonalnych

limfocytów T, które obni!aj" ekspresj$ tej cz"steczki po aktywacji. Ró!nice

w aktywno�ci tych dwóch subpopulacji limfocytów Tregs nadaj" znaczenia
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mechanizmowi migracji tych komórek do obwodowych narz�dów limfatycznych w celu

hamowania rozwoju procesu zapalnego (Kim, 2006).

I.3.2.1. Rola limfocytów Tregs w patogenezie cukrzycy.

W badaniach eksperymentalnych Wu i wsp. obserwowali niedobór limfocytów

Tregs w grasicy i �ledzionie myszy chorych na cukrzyc . Dodatkowo badacze

potwierdzili tak!e wspó"zale!no�# mi dzy Tregs, a podawaniem TNF-$. Wiadome jest,

i! iniekcje TNF-$ wywo"uj% cukrzyc , za� przeciwcia"a przeciwko TNF-$ zapobiegaj%

ujawnieniu si  choroby. Kuracja za pomoc% TNF-$ w do�wiadczeniu Wu i wsp.

zmniejsza"a liczb  Tregs w grasicy i �ledzionie myszy z cukrzyc% NOD (non-obese-

diabetic mice), natomiast podawanie antyTNF-$ wywo"ywa"o wzrost ich liczby. Jest

zatem prawdopodobne, !e antyTNF-$ dzia"a w cukrzycy poprzez wp"yw na limfocyty T

regulatorowe (Ryba, i inni, 2010) (Wu i inni, 2002). Jednak niektóre prace kwestionuj%

istnienie zaburze& liczby limfocytów Tregs w cukrzycy typu 1. Na przyk"ad w jednym z

bada& przeprowadzonych na du!ej grupie pacjentów z cukrzyc% typu 1, nie wykazano

ró!nic w odsetkach komórek CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 mi dzy grup% badan%, a kontroln%.

Autorzy tego opracowania obserwowali brak zmian w odsetkach komórek T

regulatorowych w czasie trwania choroby, np. po kilku miesi%cach od zachorowania.

Wyja�nienia wymaga ocena funkcjonalna komórek T regulatorowych w tej jednostce

chorobowej (Brusko i inni, 2007).

Nale!y pami ta#, !e to nie liczba, a funkcja limfocytów Tregs, mo!e ulega# zaburzeniu

w czasie zachorowania na cukrzyc . Dotyczy to w szczególno�ci ich mo!liwo�ci

supresyjnych, ale tak!e produkcji cytokin w tym zwi kszenia produkcji IFN-'

i upo�ledzenia wytwarzania IL-10. Dodatkowo limfocyty Te charakteryzowa"y si 

wzrostem ekspresji antygenów CD69 oraz CTLA-4. Supresyjna funkcja limfocytów

Tregs w cukrzycy jest najprawdopodobniej zale!na od TGF-( (Ryba i inni, 2006).

Zaburzenia liczby i dysfunkcja limfocytów Tregs mo!e wywo"ywa# nadreaktywno�#

komórek efektorowych TCD4
+
, co prowadzi do wytwarzania cytokin prozapalnych i

uszkodze& komórek  ( w wyspach Langerhansa.

Limfocyty Tregs po�rednicz% w zapobieganiu autoimmunizacji na kilka sposobów.

Pierwszy z nich dotyczy zapobiegania aktywacji komórek autoreaktywnych limfocytów

T i ró!nicowania w w z"ach ch"onnych. Limfocyty Tregs usytuowane wokó" komórek
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dendrytycznych w w�z�ach ch�onnych  mog  zapobiega! wczesnym etapom aktywacji

limfocytów T efektorowych. Tregs zatrzymuj  migracj� komórek T efektorowych

(Teff) do w�z�ów ch�onnych trzustki, gdzie wyst�puj  komórki dendrytyczne (DC)

prezentuj ce antygen, co zapobiega powstawaniu autoreaktywnych limfocytów T. Tregs

mog  wp�ywa! na interakcje mi�dzy Teff i komórkami prezentuj cymi antygen (APC),

poniewa" mog  tworzy! trwa�e po� czenia z DC, zapobiegaj c kontaktom mi�dzy Teff

i APC prezentuj cymi antygeny trzustkowe (Tan i inni, 2014). Bezpo#redni kontakt

komórka-komórka pomi�dzy Tregs i komórk  dendrytyczn  (DCS) hamuje dojrzewanie

DC. W konsekwencji DC wykazuj  niskie poziomy moleku� kostymuluj cych (CD80

i CD86) wymaganych do aktywacji komórek T naiwnych (Marek-Trzonkowska i inni,

2013).

Drugim sposobem t�umienia aktywacji komórek przez Tregs obejmuje aktywacj�,

proliferacj� i nast�pnie taksj� limfocytów Tregs do dotkni�tej zapaleniem tkanki, by

lokalnie hamowa! funkcje limfocytów efektorowych. Tregs przez kontakt z limfocytami

efektorowymi Teff mog  je niszczy! z udzia�em cytotoksycznych ziarnisto#ci

zawieraj cych perforyn� i granzymy.

Limfocyty Tregs mog  równie" regulowa! autoimmunologiczne zapalenie wysp trzustki

poprzez kontrol� innych rodzajów komórek uk�adu immunologicznego. Przeniesienie

Tregs do trzustki z insulitis spowodowa�o zmniejszenie liczby makrofagów w trzustce

i hamowanie wytwarzania szkodliwych cytokin. Ponadto naturalne komórki

cytotoksyczne (NK), mog  by! celami Tregs (Tan i inni, 2014).

Prowadzone s  liczne badania kliniczne maj ce na celu przywrócenie tolerancji

immunologicznej przez indukcj" Tregs lub bezpo#redni  infuzj" limfocytów Tregs, za

pomoc  których  b"dzie mo$na zahamowa! autoreaktywno#! i leczy! zaburzenia

autoimmunologiczne (Wallberg i inni, 2013).

I.3.2. Limfocyty Tregs w terapii

Limfocyty T regulatorowe zosta�y u$yte jako lek po raz pierwszy na #wiecie w

roku 2007 w Gda%skim Uniwersytecie Medycznym w Klinice Hematologii

i Transplantologii w leczeniu choroby przeszczep przeciw gospodarzowi, a obecnie

tak$e w leczeniu cukrzycy typu 1 w Klinice Pediatrii Diabetologii i Endokrynologii oraz

w leczeniu stwardnienia rozsianego w Klinice Neurologii Doros�ych w ramach

programu STRATEGMED NCBiR. Próby klinicznego stosowania tych komórek trwaj 
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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 odgrywaj  kluczowa rol! w utrzymaniu tolerancji immunologicznej na

przeszczep (Trzonkowski i inni, 2009). Dzi!ki swoim w"a�ciwo�ciom

immunosupresyjnym, które utrzymuj ex vivo mog� by  stosowane w terapii

komórkowej i atrakcyjnej nowej strategii zwalczania przewlek!ego odrzucenia, co

pozwoli!oby na wyeliminowanie konieczno"ci stosowania immunosupresji

farmakologicznej. Limfocyty Tregs mog� fizjologicznie hamowa  limfocyty T

efektorowe maj�c przy tym ni#sze ryzyko wyst�pienia efektów ubocznych ni#

klasyczne leki immunosupresyjne. Ponadto, Limfocyty Tregs s� zdolne do indukowania

d!ugoterminowej tolerancji immunologicznej (Wang i inni, 2013) (Golab i inni, 2013).

Na przyk!adzie T1D pojawi!y si$ liczne badania kliniczne maj�ce na celu przywrócenie

tolerancji immunologicznej poprzez indukcj$ limfocytów Tregs lub bezpo"redni�

infuzje limfocytów Tregs, np.: terapia anty-CD3, terapia antygenowa z u#yciem

peptydów dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD), transplantacja

krwiotwórczych komórek macierzystych (HSCT), autologiczna transfuzja krwi

p$powinowej. Niektóre z tych metod leczenia okaza!y si$ skuteczne, jak wykazano

przez zwi$kszone poziomy C-peptydu i zmniejszenie dziennej dawki zapotrzebowania

na insulin$, natomiast inne nie spe!ni!y ich pierwotnych za!o#e% (Tan i inni, 2014).

Dobrym przyk!adem s� terapie z u#yciem antygenów specyficznych dla insuliny lub

innych peptydów podawanych donosowo lub doustnie, które powinny indukowa 

tolerancj$ wysepek trzustkowych. W wi$kszo"ci przed- i klinicznych badaniach, w

których ta strategia okaza!a sukcesem, tolerancja by!a zale#na od Tregs (Staeva-Vieira i

inni, 2007). St�d istniej� sugestie, #e terapia komórkowa z limfocytami Tregs powinna

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

Szereg bada% klinicznych wykaza!o, #e iniekcja Tregs w transplantacjach

haploidentycznych krwiotwórczych komórek macierzystych mo#e zapewni  trwa!�

tolerancj$ immunologiczn�. Ponadto liczne badania wykaza!y, #e FoxP3 + Tregs

i alospecyficzne typu 1 limfocyty regulatorowe (TR1) zapobiegaj� graft-versus-host

disease (GvHD) bez hamowania rekonstytucji immunologicznej (Trzonkowski i inni, 2009)

(Di Ianni i inni, 2011) (Trzonkowski i inni, 2015)
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Trwaj� badania nad prób� leczenia pacjentów z nowo powsta � T1D z uzyskanych ex

vivo autologicznych poliklonalnych Tregs (CD4+CD25+CD127-/niska) Wst!pne

wyniki s� zach!caj�ce, pozwalaj�ce uwierzy" $e przeprogramowanie Tregs lub wlew

autologicznych lub alogenicznych limfocytów Tregs mo$e zmieni" naturalny przebieg

choroby autoimmunologicznej. Potrzebne s� wysi ki maj�cych na celu opracowanie

leków zdolnych przeprogramowa" Tregs i ustali", które subpopulacje limfocytów Tregs

najlepiej nadaj� si! do wykorzystania w terapii komórkowej (Miyara i inni, 2014) (Himmel

i inni, 2012).

Obecnie trwaj� zaawansowane próby wykorzystania komórek supresorowych

w leczeniu eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia mózgu, zapalenia

%luzówki $o �dka, zapalenia tarczycy, jajników, SLE i chorób zapalnych jelit, a tak$e

wcze%nie wykrytej cukrzycy typu I u dzieci (Kohm i inni, 2002) (Frey i inni, 2005) (DiPaolo i

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

Opracowywane s� równie$ strategie terapeutyczne maj�ce na celu zmniejszanie

liczebno%ci i os abienie funkcji supresorowej limfocytów Tregs. Tego typu rozwi�zanie

mo$e by" stosowane w leczeniu przewlek ych infekcji wirusowych i bakteryjnych, jak

równie$ w terapii przeciwnowotworowej. Zaaprobowane klinicznie s� dwa przeciwcia a

hamuj�ce Limfocyty Tregs (anty-CTLA4 o nazwie ipilimumab oraz antyPD1 o nazwie

nivolimab). Do%wiadczalnie w tym celu próbuje si! hamowa" ekspresj! bia ka Foxp3,

jego wi�zanie z DNA, neutralizuje si! cytokiny niezb!dne do prawid owego

funkcjonowania limfocytów Tregs oraz blokuje cz�steczki CD25 i GITR (Shimizu i inni,

2002) (Callahan i inni, 2010).
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II. Cele i za�o�enia pracy

1. Celem niniejszej pracy jest ocena odpowiedzi immunologicznej na terapie

komórkow� cukrzycy typu 1 w oparciu o namno one sztucznie limfocyty

regulatorowe CD4
+
CD25

+
CD127

-
.

· Analiza fenotypu limfocytów T regulatorowych

CD3/CD4/CD25/CD127/CD45RA/CD62L/FoxP3

· Analiza markerów metabolicznych

· Analiza cytokin

2. Identyfikacja czynników maj�cych wp!yw na skuteczno"# terapii komórkami

Tregs.

3. Oszacowanie zwi�zku antygenów zgodno"ci tkankowej HLA z przebiegiem

terapii Tregs.

· Typowanie HLA metod� PCR-SSP na poziomie niskiej rozdzielczo"ci.
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III. Materia�y i Metody

III.1. Kryteria doboru badanych osób.

Badanie zosta�o przeprowadzone zgodnie z Deklaracj  Helsinkach i zosta�o

zatwierdzone przez Komitet Etyki Uniwersytetu Medycznego w Gda!sku, Polska

(NKEBN / 8/2010 z pó"niejszymi zmianami).

Zbadano dwadzie#cioro dwoje dzieci rasy kaukaskiej pochodz cych z Polski ze #wie$o

rozpoznan  T1D.

Charakterystyk% kliniczn  grupy przedstawiono poni$ej w tabeli nr 3.

Charakterystyka kliniczna grup badanych

Grupa leczona (n=12)
Grupa nieleczona

(n=10)

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

(liczba pacjentów)
5 8

Zdiagnozowana poliuria

 (liczba pacjentów)
5 3

Utrata wagi w czasie diagnozy (liczba

pacjentów)
4 3

pH w czasie diagnozy (krew w�o#niczkowa)
[mediana; min-max]

7.40; 7.36-7.42 7.39; 7.35-7.53

pO2 w czasie diagnozy krew w�o#niczkowa -

mmHg) [mediana; min-max]
69.3; 24.1-88.0 69.5; 56.0-86.6

pCO2 w czasie diagnozy (krew w�o#niczkowa
- mmHg) [mediana; min-max]

39.6; 28.0-46.9 38.0; 24.0-40.7

HCO3 w czasie diagnozy (krew

w�o#niczkowa - mmHg) [mediana; min-max]
24.15; 18.8-27.4 23.6; 21.3-25.2

Równowaga 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

w�o#niczkowa - %) [median; min-max]
94.1; 90.2-97.3 95.4; 92.4-97.2

Przeciwcia�o anty-GAD65 (liczba pacjentów) 9 9

ICA (liczba pacjentów) 7 5

IAA (liczba pacjentów) 7 4

Tabela 3.Charakterystyka kliniczna grup badanych.

Ogólny stan zdrowia i stan metaboliczny badanych osób by� kontrolowany przez 24

miesi cy od daty w�!czenia do badania.
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Dobrano grup� kontroln , 10 pacjentów nieleczonych, dopasowanych pod wzgl�dem

wieku, p!ci i czasu trwania choroby.

Materia! badawczy stanowi!a krew obwodowa i surowica grupy badanej i kontrolnej.

Grup  badan  byli pacjenci poddani adoptywnemu leczeniu limfocytami T

regulatorowymi CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(-) w wieku od 5 do 18 r."., p!ci

m�skiej i "e#skiej, ze $wie"o rozpoznan  cukrzyc  typu 1 (pacjenci w okresie do 2

miesi�cy od rozpoznania cukrzycy typu 1). W badaniach laboratoryjnych wykazuj cy

dodatnie miano autoprzeciwcia! (ICA, IAA, GAD) – wysokie miano jednego

z przeciwcia! (% 4-krotno$& normy, nie dotyczy ICA) lub niskie miana dwóch lub trzech

przeciwcia! (2-4-krotno$& normy) oraz poziom peptydu C na czczo w osoczu wi�kszy

ni" 0.4ng /ml. Ponadto wymagane by!o zaanga"owanie pacjenta i jego rodziców

zdefiniowane jako samodzielne monitorowanie poziomu glukozy nie mniej ni" trzy razy

dziennie, oraz dzienne odnotowywanie podawania zastrzyków insuliny lub pompy

insulinowej. Ponadto stabilny stan psychiczny chorych i ich opiekunów. Chory musia!

posiada& dost�p "ylny gwarantuj cy donacje krwi.

Cukrzyc� typu 1A diagnozowano w oparciu o zalecenia Polskiego Towarzystwa

Diabetologicznego (Diabetologia Praktyczna, 2009) przeprowadzaj c pomiar st�"enia

glukozy na czczo i w dowolnej porze doby oraz w drugiej godzinie doustnego testu

tolerancji glukozy, a tak"e oznaczaj c poziom peptydu C i autoprzeciwcia!: anty-GAD,

ICA i IAA.

W zwi zku z niepe!noletno$ci  grupy badanej wszyscy chorzy za po$rednictwem

swoich opiekunów prawnych musieli wyrazi& pisemn  zgod� na udzia! w projekcie.

Grup� kontroln  stanowili pacjenci spe!niaj cy równie" wy"ej wymienione kryteria,

u których nie mo"na by!o przeprowadzi& donacji krwi do terapii  limfocytami T

regulatorowymi  z powodu braku dobrego dost�pu "ylnego.

W odniesieniu do typowania antygenów HLA badania wykonano na wi�kszej grupie

pacjentów, którzy zostali w! czeni na podstawie powy"szych kryteriów tak"e ju" po

zako#czeniu bada# fenotypu limfocytów Tregs. Do bada# HLA wykorzystano materia!

grupy kontrolnej nieleczonej, która liczy!a 31 pacjentów z T1D oraz w grupach

leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs, licz cej 25 osób.
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III.2. Kryteria wy��czenia z grupy badanej.

1. Omowa uczestnictwa w badaniu lub brak podpisanego formularza �wiadomej

zgody.

2. Inna ni  cukrzyca typu 1 forma cukrzycy.

3. Wiek poni ej 5 lat lub powy ej 18 lat.

4. Niedobór IgA lub inny zdiagnozowany niedobór odporno�ci.

5. BMI<25 lub >75 percentyla dla okre�lonego wieku.

6. Przebyta lub aktywna forma zaka enia wirusem HBV, HCV, HIV, pr!tkiem

gru"licy, kr#tkiem ki$y, Dla zdiagnozowania wystarcz! laboratoryjne wyk$adniki

zaka enia bez konieczno�ci klinicznych objawów.

7. Przebyte lub aktywne zaka enia wirusem EBV w wywiadzie.

8. Przebyte lub aktywne uk$adowe zaka enie grzybicze.

9. Przebyta lub aktywna choroba nowotworowa.

10. Niedokrwisto�%, limfopenia, neutropenia lub ma$op$ytkowo�% definiowana jako

liczba krwinek poni ej dolnej granicy normy dla wieku stwierdzona w ci!gu

ostatnich 6 tygodni przed w$!czeniem do badania.

11. Podwy szona aktywno�% zakrzepowa/przebyty epizod zakrzepicy w wywiadzie.

12. Jakakolwiek choroba wymagaj!ca przyjmowania leków innych ni  insulina

d$u ej ni  3 miesi!ce.

13. Przyjmowanie leków przeciwcukrzycowych innych ni  insulina w ci!gu

ostatnich 4 tygodni przed w$!czeniem do badania.

14. Retinopatia

15. Nadci�nienie t#tnicze

16. Stwierdzona obecnie lub w wywiadzie makroalbuminuria

17. Dziewcz#ta powy ej 15 roku  ycia – pozytywny test ci! owy lub brak

stosowania uznanej medycznej formy antykoncepcji podczas badania i do 4

miesi#cy po jego zako&czeniu, je�li dotyczy.

18. Ch$opcy powy ej 15 roku  ycia – wyra ony zamiar posiadania potomstwa lub

posiadania potomstwa w trakcie trwania badania i do 4 miesi#cy po jego

zako&czeniu, je�li dotyczy.

19. Nadmierny l#k pacjenta lub jego rodziców lub opiekunów odniesieniu do

procedur badawczych.
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20. Ka�dy problem medyczny, który w opinii badacza mo�e wp yn!" negatywnie na

zdrowie pacjenta, je#li zostanie w !czony do badania.

21. Rodzice lub opiekunowie oraz dzieci powy�ej 15 roku �ycia ze stwierdzonym

uzale�nieniem od alkoholu lub substancji psychoaktywnych.

III.3. Protokó� badawczy

Przygotowanie i podanie preparatu limfocytów Tregs.

Zespó  pod kierownictwem prof. dr hab. n. med. Piotra Trzonkowskiego kierownika

Zak adu Immunologii Klinicznej i Transplantologii  z Gda$skiego Uniwersytetu

Medycznego opracowa  terapie komórkow! opart! o namna�anie limfocytów

regulatorowych ex vivo. Zespó  medyczny pobiera  krew obwodow! w ilo#ci

adekwatnej do wieku, masy cia a i stanu zdrowia zakwalifikowanego do badania

pacjenta. Uzyskana jednostka krwi z by a rutynowo rozdzielana do osocza, ko�uszka

leukocytarnego oraz koncentratu krwinek czerwonych. Ko�uszek leukocytarny i osocze

s u�y y badaniu, natomiast koncentrat krwinek czerwonych by  zabezpieczany dla

potrzeb pacjenta. W przypadku wskaza$ pacjent móg  otrzyma" zwrotnie uzyskany

w ten sposób koncentrat w asnych krwinek czerwonych. Nast%pnie z tak uzyskanego

materia u izolowano komórki regulatorowe przy pomocy FACS sortera (Influx,

BDBioscience, USA) zaadoptowanego do warunków dobrej praktyki wytwarzania (ang.

Good Manufacturing Practice, GMP) uzyskuj!c czysto#" preparatu komórkowego

powy�ej 97% (&98%). Uzyskane komórki hodowano nast%pnie z kulkami pokrytymi

przeciwcia ami anty-CD3 i anty-CD28 (Ab), w #rodowisku wysokiego st%�enia

interleukiny-2 i autologicznej surowicy. Warunki te pozwalaj! w ci!gu 10 dni hodowli

z ilo#ci oko o 0.5mln komórek uzyska$ do 2mld komórek (od 100 do 1000x) bez

zmiany ich w a#ciwo#ci biologicznych. Produkt ko$cowy posiad  ekspresje FoxP3

powy�ej 90% [mediana (min.-max) = 91% (90-97)] (Marek i inni, 2011).W przypadku

udanego procesu namna�ania komórki by y sprawdzane pod wzgl%dem bezpiecze$stwa

przetoczenia pacjentowi (czysto#" mikrobiologiczna, w a#ciwo#ci hamowania uk adu

odporno#ciowego) i podawane jako uzupe nienie standardowego leczenia.

Podawane dawki Tregs by y nast%puj!ce: 10x10
6
  Tregs/kg m.c. w pojedynczej infuzji

(3 pacjentów), 20x10
6
 Tregs/kg m.c. w pojedynczej infuzji (3 pacjentów), oraz
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o ca�kowitej warto ci 30x10
6
  Tregs/kg m.c. dwa wlewy (6 pacjentów) z drug! dawk!

w 6 lub 9 miesi!cu po pierwszym podaniu.

 Dwóch chorych nie uko"czy�o badania (decyzja rodziców lub nie stosowanie si# do

zalece" lekarza w zakresie kontroli glikemii).

III.3.1. Obserwacja

Kontrola pacjentów w postaci oceny limfocytów T regulatorowych odbywa�a si#:

w dniu rekrutacji, na etapie pobrania autologicznych limfocytów Tregs, w dniu infuzji

Tregs, a nast#pnie w drugim tygodniu po infuzji i co dwa miesi!ce w pierwszym pó�

roku, a nast#pnie co 3 miesi!ce w okresie trwania badania (2 lata).  Ponadto oceniano

odpowied$ immunologiczn! (cytokiny, autoprzeciwcia�a) i metaboliczn! ( na czczo

HbA1c, C-peptyd i glukozy) (tabela 4).

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

Badania kliniczne x x x x x x x x x x x

Dawkowanie

Insuliny
x x x x x x x x x x x

HbA1c (%) x x x x x x x x x x x

C-peptyd x x x x x x x x x x x

Jako % 'ycia x x x x x x x

Fenotyp limf. x x x x x x x x x x

Autoprzeciwcia�a 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 pacjentów z grupy kontrolnej odbywa�a si# o po rekrutacji oraz w ci!gu

rutynowych wizyt.

Na ka(dym etapie pobierano od ka(dego uczestnika 15ml krwi (ylnej obwodowej,

gdzie: 8 ml pobierano do próbówki z heparyn! do analiz komórkowych (cytometria

przep�ywowa), 5ml do próbówki bez koagulantu do oznacze" z surowicy i 2 ml

z antykoagulantem EDTA do izolacji DNA (tabela 5).
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Badanie

laboratoryne

Materia� diagnostyczny Antykoagulant Ilo ! Warunki transportu

Oceny fenotypu

limfocytów Tregs

leukocyty z krwi pe�nej Heparyna 8 ml badanie wykonane w ci gu

4 godzin od momentu

pobrania

Typowanie HLA Izolacja DNA EDTA 2 ml Temp. pokojowa

Autoprzeciwcia�a surowica Brak 5 ml

Cytokiny surowica Brak 5 ml

Tabela 5. Materia� badany wykorzystywany w obserwacji pacjentów.

III.4. Materia�y

III.4.1. Odczynniki

Ø Odczynniki do izolacji DNA u�ywane w pracy.

Zestaw AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit

minikolumny do izolacji DNA

Bufor AP1 Liza

Bufor AP2 Odbia�czanie

Bufor W1A Oczyszczanie

Bufor W2A Oczyszczanie

Bufor TE Tris-EDTA, przechowywanie DNA

Probówki ja�owe 1,5 ml

Tabela 6. Odczynniki do izolacji DNA u�ywane w pracy

Ø Odczynniki do typowania HLA u�ywane w pracy.

Typowanie HLA metod  SSP na poziomie niskiej rozdzielczo!ci

HLA-DRB SSP Biotest (BioRad) Na poziomie niskiej rozdzielczo ci

HLA-DQB SSP Biotest (BioRad) Na poziomie niskiej rozdzielczo ci

HLA-A SSP Biotest (BioRad) Na poziomie niskiej rozdzielczo ci

Polimeraza Taq DNA EURx 5 u/!l

Agarosa Prona 0,5 kg

Bufor TBE Tris, kwas borowy,

wersenian dwusodowy

Na2EDTA

10x st"#ony

Barwnik DNA Midori Green 1 ml

Tabela 7. Odczynniki do typowania HLA u�ywane w pracy.
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Przygotowanie �elu agarozowego 2%.

Agaroza 2 g

Bufor TBE (0,5xst��onego) 100 ml

Barwnik Midori Green DNA Stain 1-2 �l

Tabela 8. Przygotowanie �elu do elektroforezy.

Ø Po�ywka hodowlana do bankowania komórek u�ywana w pracy.

Bankowanie komórek

RPMI 1640 (Gibco, WB) 95%

FBS P odowa surowica bydl!ca

Roztwór DMSO 100%

Tabela 9. Po�ywka hodowlana do bankowania komórek u�ywana w pracy.

Ø Roztwory i bufory u�ywane w pracy

PBS bez jonów Ca2+ i Mg2+ *

0.147 M NaCl (POCH, Warszawa) 0.859g

4.1 mM Na2HPO4 . H2O (POCH, Warszawa) 0.11g

2.3 mM Na2HPO4 (POCH, Warszawa) 0.028g

0.1 M EDTA(dwusodowy) (POCH, Warszawa) 0.37g

H2O destylowana (Elga, Purelab Prima, WB) aa 100ml

Tabela 10. Roztwory i bufory u�ywane w pracy.

III.4.2. Przeciwcia�a monoklonalne u ywane w pracy

Do analizy ekspresji bia�ek zewn trz- i wewn trzkomórkowych przy u!yciu cytometru

przep�ywowego  (BD  FACS  Canto  II  BD  Biosciences,  USA  oraz  BD  Fortessa  BD

Biosciences, USA ) u!yto przeciwcia� monoklonalnych (mAb) (Tab.11) sprz"!onych

z fluorochromami (Tab.12) oraz odpowiednich kontroli izotypowych do ustalenia

prawid�owego odci"cia sygna�u pozytywnego fluorescencji fluorochromu.
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Specyficzno�� Izotyp Nazwa klonu

(pochodzenie)

Fluorochrom

BD Pharmingen/Biosciences, USA - barwienie powierzchniowe

anty-CD4 IgG1 RPA-T4 PerCP

anty-CD25 IgG1k M-A251 (mysie) PE

anty-CD3 IgG1k UCHT1 (mysie) Pacific Blue

anty-CD127 IgG1k 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 wewn�trzkomórkowe

FoxP3 IgG1k 236A/E7 (mysie) APC

Tabela 11. Przeciwcia�a monoklonalne sprz !one z fluorochromami u!ywane w pracy

Nazwa

fluorochromu

D�ugo ! fali

wzbudzenia(nm)

D�ugo ! fali

emisji (nm)

Kolor

emitowanego

 wiat�a

Laser

wzbudzaj"cy

PerCP 490 675 czerwony niebieski

(488 nm)

APC 650 660 czerwony czerwony

(633 nm)

PE 546 575 �ó�ty 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 fluorochromów, którymi by�y znakowane przeciwcia�a

monoklonalne u ywane w pracy
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Roztwór do permeabilizacji komórek w czasie barwienia FoxP3 u�ywany w pacy.

Permeabilization Buffer 10xste�ony, eBioscience

Fixation/Permeabilization concentrant eBioscience

Fixation/Permeabilization diluent eBioscience

Tabela 13. Odczynniki do permeabilizacji komórek

III.4.3. Odczynniki u�ywane do oznaczenia cytokin

W pracy do oznaczenia cytokin wykorzystano odczynniki Luminex® Performance

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

III.4.4. Odczynniki u�ywane w pracy do oznaczenia autoprzeciwcia 

Ø Immunofluorescencja po�rednia:

Autoprzeciwcialo Substrat tkankowy Producent Barwnik

ICA „Trzustka

(Ma pa)”.

EUROIMMUN izotiocyjanian

fluoresceiny (FITC)
Tabela 14. Odczynniki u�yte do oznaczenia autoprzeciwcia  ICA.

Ø Testy Immunoenzymatyczne

Przeciwcia a

przeciw

Klasa

Ig

Supstrat Nr

katalogowy

Zawarto�! zestawu testowego

Dekarboksylaza

kwasu
glutaminowego

(GAD)

IgG Op�aszczona

antygenem
p�yta

mikrotitracyjna

EUROIMM

UN EA
1022-9601 G

– zestaw

testu

Op�aszczone antygenem studzienki

reakcyjne, Kalibratory, Kontrole,
GAD (znakowana biotyn ), bufor do

GAD, Koniugat enzymatyczny, bufor

do koniugatu i p�ukania, roztwór

chromogenu (substrat), roztwór
przerywaj cy reakcje

Insulinowe
(IAA)

IgG Op�aszczona
antygenem

p�yta

mikrotitracyjna

EUROIMM
UN 3806 –

zestaw testu

Op�aszczone antygenem studzienki
reakcyjne, Kalibratory, Kontrole,

GAD (znakowana biotyn ), bufor do

GAD, Koniugat enzymatyczny, bufor
do koniugatu i p�ukania, roztwór

chromogenu (substrat), roztwór

przerywaj cy reakcje

Tabela 15. Odczynniki wykorzystane w badaniau AD i IAA.
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III.4.4. Materia�y jednorazowego u�ytku u�ywane w pracy

Wszystkie materia�y jednorazowego u ytku zastosowane w pracy (np. probówki)

zosta�y wyprodukowane przez firm! Falcon Becton Dickinson, USA.
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III.5. Metody

Uzyskiwanie subpopulacji leukocytów krwi obwodowej, surowic oraz izolacja DNA.

III.5.1. Izolacja DNA metoda kolumnow� – post�powanie.

Zasada metody opiera si� na zdolno ci wi!zania DNA do z"ó# krzemionkowych w

wysokich st�#eniach soli chalotropowych. Krew jest lizowana w buforze zawieraj!cym

sole chalotropowe i detergenty niejonowe, w obecno ci proteinazy K. W tych

warunkach dochodzi do lizy komórek (uwolnienie DNA) i degradacji bia"ek. Nast�pnie

mieszanina nanoszona jest na mikrokolumn� ze z"o#em krzemionkowym

zapewniaj!cym dodatni "adunek. DNA przechodz!c przez z"o#e osiada na nim, podczas

gdy zanieczyszczenia przechodz! nie wi!#!c si� z kolumn!.  Po wyp"ukaniu

zanieczyszcze$ DNA wyp"ukiwane 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-

DRB1, HLA-DQB1 u#yto zestawu AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (tab.

5). Z pobranej krwi pe"nej na antykoagulant EDTA (wcze niej dobrze wymieszanej na

mieszadle hematologicznym przez 20 min.) pobrano 250%l krwi i dodano do sterylnej

probówki Eppendorf, nast�pnie dodano 500 µl buforu AP1. Uzyskan! mieszanin�

worteksowano 10 sekund po czym dodano 100 µl kolejnego buforu AP2, powtarzaj!c

worteksowanie przez 10 sek. Nast�pnie materia" wirowano przez 10min/12000rcf.

Uzyskany supernatant przeniesiono na kolumn� umieszczon! w 2 ml probówce

i wirowano 1min/12000rcf. Nast�pnie zlewano filtrat, ponownie umieszczono kolumn�

w tej samej probówce dodawano 700 µl buforu W1A, i inkubowano przez 2 minuty. Po

inkubacji wirowano 1 min/12000 rcf . Filtrat usuwano dodawano 800µl buforu W2,

a nast�pnie wirowano 1 minut�. Aby uzyska& lepsz! czysto & DNA czynno & t!

powtarzano. Ostatnim etapem by"o umieszczenie kolumny w 1,5 ml probówce, dodanie

80-200 µl buforu TE, zostawienie na 1 minut� w celu elucji, a nast�pnie zwirowanie

przez 1min./12000rcf . Wyizolowane DNA by"o nast�pnie sprawdzone pod wzgl�dem

uzyskanej czysto ci i ilo ci. Wykonywano pomiar spektrofotometryczny przy d"ugo ci

fali 260nm /280nm. DNA spe"niaj!ce wymogi: czysto &: OD 260 /280 [1,7-1,9].
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Archiwizowano wyizolowane DNA w temp. -20°C, do momentu wykonania badania

typowania HLA.

III.5.2. Typowanie HLA metod� PCR-SSP

Reakcja PCR SSP (ang. polimerase chain reaction with sequence specific primers)

opiera si� o zasad� swoistej amplifikacji z wykorzystaniem specjalnie dobranych

starterów (primerów) specyficznych jedynie dla danego allelu /grupy alleli. W ka dej z

probówek reakcyjnych znajduje równie  para starterów swoistych dla kontroli

pozytywnej. Po zako!czonej reakcji PCR SSP, zamplifikowane fragmenty DNA s"

rozdzielane elektroforetycznie. Wynik reakcji uwidoczniony jest w #wietle UV dzi�ki

obecno#ci barwników interkaluj"cych ni$ DNA.

III.5.2.1. Typowanie HLA-A, DRB1, DQB1 na poziomie niskiej

rozdzielczo�ci

Do typowania HLA u yto wcze#niej wyizolowanego DNA oraz wykorzystano

odpowiedni zestaw HLA SSP kit firmy Biotest (tab. 7). Metoda ta wymaga%a st� enia

DNA o warto#ci 100 +/- 50 ng/ul oraz czysto#ci DNA OD: A260/A280nm >1.6

W zale no#ci od u ytego testu sporz"dzono mieszanin� reakcyjn" PCR (master mix)

(wed%ug tabeli 16)  w ja%owych, autoklawowanych probówkach typu Eppendorf..

Wyizolowane DNA dodawano do mieszaniny PCR dopiero po aplikacji 10&l do

probówki kontroli kontaminacji.

Proporcje mieszaniny reakcyjnej PCR w zale no#ci od testu typowania HLA

Liczba reakcji PCR 8

(DQB1)

24

(HLA-A, DRB1)

Koktajl PCR 44 &l 120 &l

Polimeraza Taq 0,7 &l 1,8 &l

dH2O 55 &l 150 &l

DNA 11 &l 30 &l

Tabela 16. Sposób sporz�dzenia mieszaniny reakcyjnej.

Obj�to#$ mieszaniny reakcyjnej PCR, jak" dozowano do pojedynczej probówki to 10 &l.

Tak przygotowany blok probówek PCR umieszczano w termocyklerze. Poni ej
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przedstawiono program amplifikacji, który by� wymagany dla testów 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. wyd�u anie

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

Po sko!czonej amplifikacji produkty przeniesiono na  el agarozowy 2%, a nast"pnie

przeprowadzono elektroforez" w nast"puj#cych warunkach: napi"cie 240 V (8 V /cm

odleg�o$% mi"dzy elektrodami) 10 min.

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

wynik nanosz#c miejsca swoistej amplifikacji na raport próbki odpowiedni dla

u ywanego zestawu (zgodny z nr ref.). Odczyt wyniku odbywa� si" za pomoc#

dostarczonych z testem tabel interpretacyjnych oraz przy pomocy odpowiedniego

programu firmy BioTest (Rys. 5).
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III.5.3. Cytometria przep�ywowa

Wszystkie oznaczenia cytometryczne prezentowane w niniejszej pracy zosta�y

wykonane w Zak�adzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii w Katedrze

Immunologii GUMed  przy u yciu cytometru przep�ywowego BD FACS Canto II ( BD

Biosciences, USA), który jest wyposa ony w trzy lasery: niebieski (488nm),  czerwony

(633nm) i  fioletowy (405nm), daj!ce mo liwo"# oznaczania jednocze"nie 8

parametrów w jednej próbce oraz BD LSRFortessa (BD Biosciences, USA)

wyposa onego w cztery lasery: niebieski (488nm), czerwony (640nm) , fioletowy

(405nm), jak i  ó�to-zielony (561nm) , Urz!dzenie jest zdolne do wykrywania do 18

kolorów jednocze"nie z okre"lonych rodzajów filtrów optycznych,

Ustalanie regionów do analizy w cytometrze przep�ywowym wykonywano w sposób

standardowy w oparciu o w�a"ciwo"ci rozpraszania "wiat�a przez badane komórki

okre"lane jako parametr FSC/SSC ( FSC- Forward scatter - "wiat�o rozproszone na

wprost, parametr opisuj!cy wielko"# komórki; SSC- Side scatter - "wiat�o odbite

i rozproszone bocznie, parametr opisuj!cy g$sto"# i liczb$ ziarnisto"ci) oraz

fluorescencj$ antygenów, z którymi sprz$ one by�y u yte mAb, a tak e kombinacje

wszystkich tych parametrów. Sposób ustalania bramek podano przy opisie analizy

ekspresji konkretnych antygenów.

Wszystkie wyniki uzyskane podczas analizy leukocytów krwi obwodowej zosta�y

przedstawione jako warto"ci odsetkowe, co jest zgodne ze standardowymi protoko�ami

(Taylor JM, 1989) (Kunkl A, 1997).

W celu wykluczenia wzajemnego nak�adania si$ widm fluorescencji u ywanych

fluorochromów przed rozpocz$ciem bada% dla ka dego eksperymentu przeprowadzano

kompensacj$ w oparciu o analiz$ autofluorescencji komórek niebarwionych lub

barwionych kontrolami izotypowymi i znakowanych jednym mAb sprz$ onym z danym

fluorochromem.

III.5.3.1. Izolacja PBMC

Izolacj$ jednoj!drzastych komórek krwi obwodowej (ang. peripheral blood

mononuclear cells; PBMC) wykonuje si$ z krwi pe�nej pobranej na heparyn$ (w

wyj!tkowych sytuacjach EDTA) w ci!gu 4 godzin od momentu pobrania, Krew pe�n!

rozcie%cza si$ w stosunku 1:1 roztworem PBSu. Rozcie%czon! krew ostro nie nak�ada
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si� na warstw� 3-6 ml ficollu. W trakcie wirowania w temperaturze 15-17°C przy 2700

RPM prze 20 minut, bez funkcji hamowania w wyniku gradientu g�sto ci krew

rozdziela si� na frakcje. Nast�pnie zbiera si� ko!uszek leukocytarny i przep"ukuje  PBS-

em wiruj#c przez 7 minut przy 1700 RPM. Czynno $ t# powtarzano dwukrotnie w celu

uzyskania lepszej czysto ci komórek. Po zlaniu supernatantu, komórki zawiesza si� w 2

ml PBSu.

Ostatnim krokiem izolacji PBMC by"o policzenie ile komórek jednoj#drzastych

otrzymano. W tym celu wykonano barwienie PBMC z p"ynem Türka w stosunku 1:9.

Nast�pnie zliczono komórki pod mikroskopem  wietlnym w komorze Fuchsa-

Rosenthala. Okre lenie ilo ci komórek w próbce jest niezb�dne do wykonania

barwienia, podczas którego potrzebne jest 100 tysi�cy komórek w próbce badanej.

W mikroskopie  wietlnym trzykrotnie liczono komórki znajduj#ce si� na powierzchni 8

du!ych kwadratów siatki komory, a otrzyman#  redni# warto $ podstawiano do wzoru:

A= n/8 x 80 000 x 10

A= liczba PBMC w 1ml

n= liczba (�rednia) PBMC w 8 du ych kwadratach siatki komory Fuchsa-Rosenthala

80 000 – przelicznik uwzgl!dniaj"cy obj!to�# komory w której liczono komórki

10 - oznacza rozcie$czenie próbki komórek p%ynem Türka w stosunku 1:9 (10 &l

zawiesiny + 90 &l p%ynu Türka)

PBMC, które nie wykorzystano do barwienia fenotypu limfocytów T regulatorowych

zosta%y zarchiwizowane w ciek%ym azocie.

III.5.3.2. Barwienie PBMC

Do barwienia, czyli wyznakowania komórek fluorochromami sprz! onymi

z przeciwcia%ami nale y przygotowa# 3 probówki cytometryczne, w których powinno

znajdowa# si! ok. 100 tys. komórek jednoj"drzastych zawieszonych w 200&l PBSu.

Nast!pnie dodawano odpowiednie w danym barwieniu mAb sprz! one z

fluorochromami (po 5&l mAb/10
4
 komórek) i inkubowano odpowiednio przez 30 min.

w ciemno�ci, w temp. pokojowej (20+/-2°C) (tabela nr 18).
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Probówka/

Przeciwcia�o
nr 1

CD3/CD4
nr 2

Fenotyp Tregs
nr 3

Komórki niebarwione

CD3 + +

CD4 + +

CD25 (-) lub kontrola
izotypowa

+

CD127 (-) lub kontrola
izotypowa

+

CD62L (-) lub kontrola
izotypowa

+

CD45RA (-) lub kontrola
izotypowa

+

Tabela 18. Schemat dodawania przeciwcia� I rzutu w trakcie barwienia PBMC

Po inkubacji dodawano 2 m PBS, po czym ca�o�� wirowano 1700 obr/min. Po

wirowaniu nads cz zlewano.

W celu wyznakowania antygeny wewn trzkomórkowego FoxP3 kolejnym etapem

barwienia by�a permeabilizacja. Komórki poddawane by�y procedurze utrwalenia i

permeabilizacji przy wykorzystaniu buforów zawartych w zestawie. Do komórek

dodawano 1 ml FoxP3 Fixation/Permabilization (1 cze�� koncentratu 500 !l + 3 cz"�ci

diluentu 1500 !l). Ca�o�� mieszano i inkubowano w 4°C 60 minut (w lodówce).

Nast"pnie wirowano komórki przez 7 min 1700 obr/min., supernatant zlewano i

dodawano 2 ml Permeabilization Buffer (rozcie#czony 1:10 wod  destylowan ).

Czynno�� powtarzano 2-krotnie. Po zlaniu nads czu dodawano 100!l rozcie#czonego

uprzednio buforu Permeabilization, a nast"pnie dodawano 5!l przeciwcia�a FoxP3 do

probówki nr 2 (Fenotyp).  Inkubacja w ciemno�ci w temp. pokojowej trwa�a 30 min. Po

inkubacji dodawano 2 ml i wirowano 1700obr./min w czasie 7 min.

Po barwieniu komórki p�ukano wcze�niej rozcie#czonym buforem Permeabilization,

wirowano przez 5 min. (1500 obr./min.), zlewano nads cz i zawieszano w 500 !l PBS.

Tak przygotowane próbki poddawano analizie cytometrycznej. Zwykle w cytometrze

zbierano 10 000 komórek z analizowanego regionu. Ponadto, fluorescencj" ka$dej

barwionej próbki porównywano z fluorescencj  komórek niebarwionych. Za sygna�

dodatni uznawano fluorescencj" silniejsz  od fluorescencji komórek niebarwionych.
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Immunofenotypizacje PBMC przeprowadzono w panelu 7 kolorów:

CD3/CD4/CD25/CD127/CD45RA/CD62L/ FoxP3.

Przeanalizowano dwa fenotypy Tregs:

· Limfocyty T CD3
+
CD4

+
FoxP3

+

· Limfocyty T CD3
+
 CD4

+
 CD25

high
 CD127

-
.

Bramk� CD25
high

 CD127
-
 z ostatniej populacji zastosowano równie  do oceny

zawarto!ci limfocytów T FoxP3
+
  w celu oceny na"o enia si� tych dwóch fenotypów

Tregs. Ostatecznie limfocyty T CD3
+
CD4

+
FoxP3

+
 zosta"y podzielone na komórki :

· CD3
+
CD4

+
FoxP3

+
CD62L

+
CD45RA

+
 T naiwne (Tn) Tregs,

· CD3
+
CD4

+
FoxP3

+
CD62L

+
CD45RA

-
 T pami�ci centralnej (TCM) Tregs,

· CD3
+
CD4

+
FoxP3

+
CD62L

-
CD45RA

-
  T pami�ci efektorowe (TEM) Tregs.
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Rysunek 6. Przyk�adowa analiza cytometryczna limfocytów Tregs.  ród�o: (Trzonkowski i inni,

2009)

III.5.4. Uzyskiwanie surowicy.

Krew pobran� do sterylnych probówek bez antykoagulantu (6ml) wirowano przez 15

min. (2500obr./min.) w celu oddzielenia elementów komórkowych. Nast pnie zbierano

surowic , któr� zamra!ano i przechowywano do momentu przeprowadzanie oznacze"

cytokin w temp. -80ºC.

Surowic  do bada" autoprzeciwcia# przekazywano do Pracowni Autoprzeciwcia#,

Laboratorium Immunologii Klinicznej i Transplantologii UCK w Gda"sku.
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III.5.4.1. Oznaczenie autoprzeciwcia�

Przedstawione w pracy autoprzeciwcia�a (ICA, GAD, IAA, IA2 oraz ZnT8) zosta�y

oznaczone za pomoc  dwóch metod: immunofluorescencji po!redniej (IFE) oraz testów

immunoenzymatycznych. Materia�em badanym by�a surowica.

Przeciwcia�a przeciwwyspowe (ICA) oznaczono metod� immunofluorescencji

po redniej w Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej UCK w Gda!sku

(Kierownik: dr Gra"yna Moszkowska). Jest metod� immunomorfologiczn�,

pozwalaj�c� okre li# miejsce wi�zania antygenu z przeciwcia$em in situ w badanej

tkance lub w komórkach.  Do testu wykorzystywano skrawki tkankowe ma$piej trzustki

(odczynniki Pancreas (Monkey), Euroimmun). Jest to test ilo ciowo-jako ciowy.

Zastosowano barwnik izotiocyjanian fluoresceiny (FITC), który po wzbudzeniu emituje

kolor zielony

Sposób post%powania:

Przeciwcia$a ICA wykrywane s� w surowicy metod� immunofluorescencji po redniej

przy u"yciu komercyjnych preparatów (biochip-ów) (Trzustka (Ma$pa)

przytwierdzonych do szkie$ka podstawowego. Post%powanie

1. Na pole zawieraj�ce biochip naniesiono 30&l surowicy badanej, rozcie!czonej w

buforze PBS-Tween (rozcie!czenie podstawowe 1:10).

2. Inkubacja  18h.  w  temp.  pokojowej  w  komorze  wilgotnej  (je li  przeciwcia$a  w

badanej surowicy s� obecne, wi�"� si% z antygenami substratu i tworzy si%

swoisty kompleks antygen-przeciwcia$o)

3. P$ukanie nadmiaru surowicy buforem PBS-Tween, a nast%pnie szkie$ka

umieszczono na 5 min. w k�pieli PBS-Tween.

4. Szkie$ka wyj�# i ods�czy#.

5. Dodano po 25 &l znakowanej fluorescein� anty-ludzkiej surowicy.

6. Inkubacja 30 min. w temp. pokojowej (znakowane fluorescein� przeciwcia$o

wi�"e si% z utworzonymi w czasie pierwszej inkubacji kompleksami antygen-

przeciwcia$o).

7. Powtórka etapu 3 i 4

8. Na ka"de pole reakcyjne na szkie$ku dodano 10 &l glicerolu i na$o"ono szkie$ko

nakrywkowe.
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9. Odczyt wykonano w mikroskopie fluorescencyjnym

Formu�owanie wyników:

Badanie jako ciowe umo!liwia stwierdzenie obecno ci przeciwcia� skierowanych

przeciw antygenom przewodów  linowych.

Wynik dodatni, okre lony 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 autoprzeciwcia� reakcji dla miana podstawowego (1:10).

Przyk�adowy obraz obecnych przeciwcia� ICA widzianych w mikroskopie

fluorescencyjnym przedstawiono na rysunku nr 7.

Interferencje i "ród�a b�#dów

Nie wykazano interferencji w przypadku surowic hemolitycznych, lipemicznych oraz

z hiperbilirubinemi$.
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Rysunek 7. Reakcje dodatnie wysp trzustkowych w badaniu ICA metod� IFE (substrat tkankowy

- trzustka ma py) u pacjenta ze !wie"o wykryt� T1D. #ród o: dr Julia Kulczycka, zasoby w asne.

Przeciwcia�a antyGAD oznaczono metod� ELISA (Diaplets Anti-GAD plus,

Euroimmun) w Pracowni Autoprzeciwcia  w Laboratorium Immunologii

i Transplantologii Klinicznej (kierownik: dr Gra!yna Moszkowska), zgodnie

z instrukcj� producenta, bez modyfikacji. Jest to analiza ilo"ciowa pozwalaj�ca na

wykrycie w surowicy ludzkich przeciwcia  IgG przeciw dekarboksylazie kwasu

glutaminowego.

Je"li próbki pacjentów s� pozytywne przeciwcia a wi�!� si# z GAD. Zwi�zane

przeciwcia a mog� reagowa$ dwuwarto"ciowo tworz�c mostek pomi#dzy GAD

unieruchomionym w studzience reakcyjnej, a GAD znakowanym biotyn�, który jest
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dodawany w drugim etapie inkubacji. Zwi�zane biotyn� przeciwcia a wykrywa si!

podczas trzeciego etapu inkubacji z awidyn� znakowan� enzymem (koniugat

enzymatyczny), który nast!pnie katalizuje reakcj! barwn�. Intensywno"# koloru jest

proporcjonalna do st!$enia przeciwcia  przeciw GAD.

Sposób post!powania:

1. Odpipetowano do studzienek reakcyjnych po 25 µl kalibratorów, pozytywnej

i negatywnej surowicy kontrolnej oraz próbki pacjentów (nierozcie%czona

surowica). Inkubacja przez 1 godzin! w temperaturze pokojowej (+18°C do

+25°C) na wytrz�sarce do mikrop ytek o pr!dko"ci 500 obrotów/min.

2. P ukanie: po opró$nieniu studzienek reakcyjnych trzykrotne p ukanie, u$ywaj�c

po 450µl rozcie%czonego buforu p ucz�cego.

3. Inkubacja: po odpipetowaniu do ka$dej studzienki reakcyjnej po 100 µl

roztworu GAD (znakowanego biotyn�) inkubowano przez 1h w temperaturze

pokojowej (+18°C do 25°C) na wytrz�sarce do mikrop ytek o pr!dko"ci 500

obrotów/min.

4. P ukanie – powtórzono pkt. 2

5. Inkubacja koniugatu: do ka$dej studzienki reakcyjnej dodano po 100 µl

roztworu koniugatu enzymatycznego (znakowana peroksydaz� awidyna). P ytk!

inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej (+18°C do 25°C) na

wytrz�sarce do mikrop ytek o pr!dko"ci 500 obrotów/min.

6. P ukanie – pkt. 2

7. Inkubacja substratu: do ka$dej studzienki reakcyjnej dodano po 100µl roztworu

substratu/chromogenu. Inkubacja 20 minut w temperaturze pokojowej (+18°C

do 25°C).

8. Przerwanie reakcji: dodano po 100µl roztworu przerywaj�cego reakcj!.

9. Pomiar: Fotometryczna ocena intensywno"ci barwy, przy d ugo"ci fali 450nm i

405 za pomoc� czytnika.

10. Ocena ilo"ciowa testu: krzyw� kalibracyjn�, z której mo$na odczyta# st!$enie

przeciwcia  anty-GAD w próbkach pacjentów, otrzymujemy przez

odwzorowanie warto"ci ekstynkcji dla kalibratorów 3-6 (450 nm) lub

kalibratorów 1-6 (405 nm) (linearnie, o" y) wobec odpowiednich st!$e%

(logarytmicznie, o" x).
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Formu�owanie wyników:

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

jednostek

mi�dzynarodowych na mililitr (IU/ml). EUROIMMUN rekomenduje nast�puj c 

interpretacj� wyników: <10 IU/ml: negatywny, >10 IU/ml: pozytywny

Przeciwcia�a IAA - oznaczono metod  ELISA (anti-IAA, Euroimmun) w Pracowni

Autoprzeciwcia! w Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej UCK

w Gda"sku (kierownik: dr Gra#yna Moszkowska), zgodnie z instrukcj  producenta, bez

modyfikacji. Jest to analiza ilo$ciowa pozwalaj ca na wykrycie w surowicy ludzkich

przeciwcia! IgG przeciw insulinowych.

Surowica pacjentów do oznaczenia IAA zosta!a rozcie"czona 101 razy (5 µl surowicy +

500 µl roztworu do rozcie"czania (G))

Sposób post�powania:

1. Dodano do studzienek reakcyjnych po 100 µl kalibratorów, pozytywnej

i negatywnej surowicy kontrolnej oraz próbki pacjentów (rozcie"czona

surowica). Inkubacja przez 1 godzin� w temperaturze pokojowej (+18°C do

+25°C) na wytrz sarce do mikrop!ytek o pr�dko$ci 500 obrotów/min

2. P!ukanie: po opró#nieniu studzienek reakcyjnych trzykrotne p!ukanie, u#ywaj c

po 300µl rozcie"czonego buforu p!ucz cego.

3. Inkubacja: po odpipetowaniu do ka#dej studzienki reakcyjnej po 100 µl

roztworu IgG – HRP (D) (znakowanego biotyn ) inkubowano przez 30 min w

temperaturze pokojowej (+18°C do 25°C) na wytrz sarce do mikrop!ytek o

pr�dko$ci 500 obrotów/min.

4. P!ukanie – powtórzono pkt. 2

5. Inkubacja koniugatu: do ka#dej studzienki reakcyjnej dodano po 100 µl

roztworu koniugatu enzymatycznego (znakowana peroksydaz  awidyna). P!ytk�

inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej (+18°C do 25°C) na

wytrz sarce do mikrop!ytek o pr�dko$ci 500 obrotów/min.

6. P!ukanie – pkt. 2

7. Inkubacja substratu: do ka#dej studzienki reakcyjnej dodano po 100µl roztworu

substratu/chromogenu. Inkubacja 15 minut w temperaturze pokojowej (+18°C

do 25°C).

8. Przerwanie reakcji: dodano po 100µl roztworu przerywaj cego reakcj�.
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9. Pomiar: Fotometryczna ocena intensywno�ci barwy, przy d ugo�ci fali 450nm i

690nm za pomoc! czytnika.

10. Ocena ilo�ciowa testu: krzyw! kalibracyjn!, z której mo"na odczyta# st$"enie

przeciwcia  anty-IAA w próbkach pacjentów.

Formu owanie wyników:

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

jednostek

mi$dzynarodowych na mililitr (IU/ml). EUROIMMUN rekomenduje nast$puj!c!

interpretacj$ wyników: <2,4 IU/ml: negatywny, >2,4 IU/ml: pozytywny

Wyniki Autoprzeciwcia� IA-2 oraz ZnT8 zosta�y przedstawione przez zespó� Kliniki

Pediatrii Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w  odzi.

Przeciwcia�a zosta�y oznaczone metod! ELISA, zgodnie z instrukcj! producenta, bez

modyfikacji. By�y to niezale"ne analizy ilo#ciowe, pozwalaj!ce na wykrycie w

surowicy ludzkiej przeciwcia� IgG przeciw fosfatazie tyrozyny bia�kowej (IA-2) oraz

przeciwko terminalnej domenie C transporteru cynku 8. Analiza sk�ada�a si$ z 4 inkubacji:

1) z rozcie%czonymi badanymi surowicami, kalibratorami oraz pozytywn! i negatywn!

kontrol!, 2) z antygenem IA-2, ZnT8 3) z konjugatem, 4) z substratem, a nast$pnie z

pomiaru fotometrycznego przy d�ugo#ci fali 450 nm i 405 nm odczytano wyniki.

III.5.4.2. Oznaczenie cytokin za pomoc� techniki Multiplex na aparacie

Luminex.

Oznaczenie st$"enia TNFa,  IL1,  IL2,  IL4,  IL6,  IL8,  IL10,  IL12,  VEGF  i  IFNg

przeprowadzono z wykorzystaniem techniki Multiplex na aparacie Luminex™100.

Zestawy do oznacze% dostarczy�a firma Biokom.

Luminex® Performance Asseay umo"liwiaj! jednoczesny pomiar do 22 markerów w

jednym cyklu testu (panelu). Technologia Luminex® opiera si$ na wykorzystaniu

mikrokulek polisterynowych lub magnetycznych. Mikrokulki te (ang. beads) s!

wewn$trznie wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym, który stanowi widmowy

adres danej kulki. Na ich powierzchni s! immobilizowane przeciwcia�a, specyficzne dla

oznaczanych markerów, które s! wychwytywane w materiale badanym. Analizator

Luminex® wykorzystuje technik$ cytometrii przep�ywowej do identyfikacji
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mikrokulek. Przy pomocy jednej wi�zki lasera identyfikuje si  ich kolor, a tym samym

rodzaj badanego antygenu. Druga wi�zka lasera wzbudza barwnik fluorescencyjny

przy!�czony do przeciwcia!a II-rz dowego. Taka technika pozwala na ocen  wielu

biomarkerów (cytokin) w jednym badanym do!ku p!ytki 69-do!kowej.

Oznaczenie przeprowadzono wed!ug instrukcji producenta R&D Systems, „Human high

Sensitivity Cytokine Base Kit A”.

III.6. Analiza statystyczna

Do statystycznego opracowania wyników wykorzystano program STATISTICA 10.0

(Statsoft, Polska). Rozk!ad uzyskanych danych ró"ni! si  od rozk!adu normalnego, z

tego wzgl du do ich analizy wykorzystano testy nieparametryczne: ANOVA rang

Kruskala-Wallisa, test U Manna-Whitneya  i test Wilcoxona. Ró"nice traktowano jako

istotne statystycznie w przypadku, kiedy uzyskany w te#cie poziom istotno#ci p wynosi!

< 0.05.
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IV. Wyniki

IV.1. Ocena funkcji komórek b.

Funkcja komórek b by�a najlepiej zachowana u pacjentów leczonych dwoma

dawkami Tregs, nieco gorsze wyniki przedstawia�y si  u osób leczonych jedn! dawk!,

natomiast najgorsze wyniki by�y w grupie kontrolnej, nieleczonej.

Efekt ten przedstawiono za pomoc! pomiaru st "enia C-peptydu na czczo, który by�

znacznie wy"szy u pacjentów leczonych jedn! lub dwoma dawkami Tregs

w porównaniu do nieleczonej grupy kontrolnej w ci!gu ca�ego badania.

C-peptyd na czczo

Grupa kontrolna 1  dawka Treg 2 dawka Treg
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0
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Rysunek 8. St��enie C-peptydu na czczo w grupie kontrolnej i w grupach leczonych 1 i 2

dawkami Tregs. Test  Kruskal-Wallis ANOVA – porównanie dla 3 grup w czasie:  0:  Chi2 =  3,43;

p = 0,180, 4 miesi�cy:  Chi2 =  8,57; p = 0,014, 1 rok:  Chi2 = 10,15; p = 0,006  2 lata:  Chi2 =

3,46; p = 0,177

Ró"nica ta sta�a si  nieistotna w okresie 2 lat po zako#czeniu badania w grupie

z pojedyncz! dawk! Tregs oraz grup! kontroln!, nieleczon! (Test U-Manna-Whitneya Z

= 0,63; p = 0,43). W porównaniu z grup! nieleczon!, a grup! z dwiema dawkami Tregs

ró"nica ta by�a statystycznie znamienna (test U Manna-Whitneya z = 2,04, p = 0,04).

Dodatkowo, je$li dane leczonych i nieleczonych pacjentów analizowano razem po 4

miesi!cu i po roku od rozpocz cia obserwacji, zaobserwowano, "e poziom C-peptydu
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by� skorelowany z procentem Tregs we krwi obwodowej (Marek-Trzonkowska i inni,

2014). Ta sytuacja zmieni�a si  po 2 latach obserwacji, gdzie korelacja ta ju! nie

wyst"pi�a - przeanalizowano dane leczonych i nieleczonych pacjentów razem po 24

miesi"cach od rozpocz cia obserwacji (Wsp. R Spearmana; po 24 miesi"cach:

 R = -0.072, p = 0.05) .

Korelacja mi�dzy % Treg, a poziomem C-peptydu po 24 miesi cach

obserwacji
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Rysunek 9. Korelacja mi�dzy Limfocytami Tregs [%], poziomem C-peptydu.

Ró!nic  zaobserwowano równie! gdy przeanalizowano dobow" dawk  podawania

insuliny. Obie grupy leczone Tregs wymaga�y ni!szych dawek insuliny w czasie

trwania ca�ego badania. W grupie leczonej dwoma dawkami  Tregs dwóch pacjentów

by�o ca�kowicie niezale!nych od podawania insulina na ponad rok czasu po podaniu

limfocytów Tregs. Ponadto wszyscy oprócz jednego pacjenta wymagali mniej ni! 0,5

UI dawki insuliny na kg masy cia�a.
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DDI
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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 – porównanie 3 grup w czasie:  0:  Chi2 =  5,21; p =

0,074, 4 miesi�cy:  Chi2 =  8,351; p = 0,015, 1 roku:  Chi2 = 7,86; p = 0,020, 2 lat:  Chi2 =  5,88; p

= 0,052.

Istotne jest, �e podawane dawki insuliny dostosowywano w sposób standardowy do

markerów  kontroli metabolicznej, takich jak: Hb1C i st �enie glukozy na czczo. St!d,

szczególnie wa�ne jest, �e w grupie leczonej wymagane by"o podawanie ni�szych

dawek egzogennej insuliny, a  parametry te by"y przez ca"y okres badania lepsze od

grupy kontrolnej, zw"aszcza na dwa lata od w"!czenia 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 1 i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla glukozy na czczo – porównanie

trzech grup w czasie: 0 Chi
2
 =  2,27; p = 0,322, 4 miesi�cy  Chi

2
 =  6,95; p = 0,031, 1 rok  Chi

2
 =

0,89; p = 0,639, 2 lata:  Chi
2
 =  6,79; p = 0,034

HbA1c
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Rysunek 12. Poziom HbA1c czczo obserwowany w grupie kontrolnej oraz w grupach badanych z

1 i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla HbA1c – porównanie trzech grup w czasie:

0  Chi2 =  8,06; p = 0,018, 4 miesi�cy  Chi2 =  0,78; p = 0,676, 1 roku:  Chi2 = 7,13; p = 0,028 i 2

lat:  Chi2 =  3,233; p = 0,197

Zaobserwowano lepsze funkcjonowanie wysp trzustkowych, potwierdzone testem

tolerancji glukozy z zastosowaniem posi�ku mieszanego, z du ! cz"stotliwo#ci!

pobierania próbek (MMTT ang. mixed meal tolerance test) po 2 latach od w�!czenia

terapii Tregs. Obie grupy leczone charakteryzowa�y si" lepszym stymulowanym

poziomem C-peptydu ni  grupa nieleczona. Ró nica mi"dzy grup! leczon! 2 dawkami,
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a grup� tych nie poddanych leczeniu by a istotna. Natomiast podobne wyniki testu

MMTT  zaobserwowano pomi!dzy pacjentami leczonymi jedn� dawk�, a grup�

nieleczon� - tu ró�nica by a nieistotna.

MMTT po 2 latach
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Rysunek 13. Test tolerancji glukozy z zastosowaniem posi�ku mieszanego, z du��

cz stotliwo!ci� pobierania próbek przeprowadzony w grupie kontrolnej oraz w grupach

badanych z 1 i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla MMTT – porównanie 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 wzrasta� za ka dym razem po indukcji limfocytów Tregs.

Niemniej jednak ich podwy szony poziom nie by� trwa�y i spada� do warto!ci

wyj!ciowych w ci"gu 2 lat od rozpocz#cia badania. Dodatkowo zaobserwowano wzrost

poziomu Tregs po drugim podaniu, jednak nie by� tak wysoki, jak po pierwszym

podaniu.

                      Treg CD3+CD4+FoxP3+
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Rysunek 14. Poziom limfocytów Tregs CD3
+
CD4

+
FoxP3

+
w grupie kontrolnej oraz w grupach

badanych z 1 i 2 dawkami Tregs. Test Kruskal-Wallis ANOVA dla porównania poziomu

limfocytów Tregs CD3
+
CD4

+
FoxP3

+
w trzech badanych grupach w czasie: 0  Chi

2
 =   12,83;  p  =

0,002, 4 miesi�cy:  Chi
2
 =  5,98; p = 0,050,1 roku:  Chi

2
 = 9,98; p = 0,006 oraz 2 lat:  Chi

2
 =  0,379;

p = 0,827

Wykazano istotn� korelacj  mi dzy odsetkiem dwóch fenotypów limfocytów Tregs:

CD3
+
CD4

+
Foxp3

+
 , a fenotypem Foxp3

+
CD3

+
 CD4

+
 CD25

high
CD127

-
 (test Spearmana r

= 0,33 p <0,05). Niemniej jednak, analiza zawarto!ci bramki CD25
high

CD127
-

wykaza"a, #e w czasie rozwoju cukrzycy zmniejsza" si  odsetek komórek FOXP3
+

w bramce CD25
high

CD127
-
  niezale#nie od liczby podawanych dawek Tregs (test

Wilcoxon'a: dzie$ 0 vs 24miesi�c grupa nieleczona Tregs Z = 2.053 , p = 0,04;

pojedyncza dawka Z = 2,086, p = 0,03; podwójna dawka Z = 1,35, p = 0,17). Ten efekt

by" przej!ciowy i odwracalny u pacjentów po podaniu drugiej dawki Tregs, ale nie by"

trwa"y i poziom komórek FOXP3
+
 zmniejsza" si  w czasie równie# w tej  grupie.  Tym

niemniej procent komórek FOXP3
+
 w  bramce  CD25

high
CD127

-
 by" znacznie wi kszy
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w grupie leczonej dwoma dawkami  Tregs u wszystkich trzech grup badanych w

24miesi�cu (test Wallis ANOVA Kruskal Chi2 = 6,66, p = 0,009).
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Rysunek 15. Poziom limfocytów Tregs CD3+CD4+CD25highCD127- w grupie kontrolnej oraz w

grupach badanych z 1 i 2 dawkami Tregs.
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Korelacja dwóch fenotypów Treg
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Rysunek 16. Korelacja dwóch fenotypów Tregs: CD3+CD4+FoxP3+ oraz

CD3+CD4+CD25highCD127low-

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

Analiza subpopulacji limfocytów Tregs podanych pacjentom ze �wie o wykryt!

cukrzyc! typu 1 pozwala na ocen" ich dynamiki.

Mediana ekspresji limfocytów Tregs Foxp3 w czasie ich namna ania jest znacznie

wy sza ni  we krwi obwodowej. Dzi"ki tej obserwacji mo na za#o y$, i  znaczna cz"�$

analizowanych limfocytów Tregs CD3
+
CD4

+
Foxp3

high
 by#a najprawdopodobniej

z podanego preparatu, a tym samym jest wygodnym i nieinwazyjnym sposobem, który

pozwala oceni$ w#a�ciwo�ci farmakokinetyczne podawanych limfocytów Tregs.

Rzeczywi�cie, zawarto�$ procentowa limfocytów Tregs CD3
+
CD4

+
Foxp3

high
 wzros#a po

infuzji w obu grupach, ale spada#a do warto�ci wyj�ciowych w ci!gu kilku miesi"cy.

(Test Wilcoxona: dzie%-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 dwóch dawkach: Z = 1,20, p =

0,22).
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Rysunek 17.  Poziom Trgs CD3+CD4+FoxP3high w grupie: nieleczonej, leczonej 1dawk� Tregs

oraz leczonej 2 dawkami Tregs.

IV.4. Subpopulacje Tregs in vivo

W grupie kontrolnej, nieleczonej zaobserwowano zamian� w odsetkach subppulacji

limfocytów Tregs. W porównaniu do warto�ci wyj�ciowych nast pi! wzrost poziomu

limfocytów Tregs o fenotypie Tcm kosztem limfocytów Tregs naiwnych w okresie 24

miesi"cy od trwania badania. Podobne, ale nie tak znacz ce zmiany obserwowano u

pacjentów leczonych pojedyncz  dawk  Tregs. Ró#nice te by!y najmniej widoczne w

grupie leczonej podwójn  dawk  Tregs.

[Test Wilcoxon dzie$0 vs 24m Tn Tregs: grupa nieleczona Z=2.29, p=0.021,

pojedyncza dawka Tregs Z=1.52, p=0.120; podwójna dawka Tregs Z=0.50, p=0.61).
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Test Wilcoxon dzie�0 vs 24m Tcm Tregs: grupa nieleczona Z=2.42, p=0.011,

pojedyncza dawka Tregs Z=2.21, p=0.020; podwójna dawka Tregs Z=0.85, p=0.39]

Spo ród wszystkich badanych grup pacjenci leczeni dwoma dawkami Tregs

charakteryzowali si! najlepiej zachowanym (bez zmian) fenotypem - z najwy"szym

poziomem Tregs Tn i najni"szym poziomie Tregs Tem  - 24miesi#ce po infuzji Tregs.

(Test  Kruskal-Wallis ANOVA – porównanie warto ci procentowych Tregs: Tn, Tcm i

Tem pomi!dzy trzema badanymi grupami pacjentów w czasie 24 miesi!cy od

rozpocz!cia badani: Tn Chi
2
 = 6,20 df = 2 p = 0,045, Tcm Chi

2
 = 7,20 df = 2 p = 0,027,

Tem Chi
2
 = 3,76 df = 2 p = 0,152)

Dynamika zmiany ekspresji limfocytów Tregs naiwnych w Limfocyty Tregs pami!ci

potwierdzi$a wyniki opisane wy"ej zmiany odsetkowe limfocytów Tregs

CD3
+
CD4

+
Foxp3

high
.   Limfocyty  T  pami!ci  centralnej  (Tcm)  CD45RA

-
CD62L

+
,

których poziom wzrasta$ w trakcie obserwacji to komórki charakteryzuj#ce si! wysokim

poziomem ekspresji Foxp3. Dochodzi$o do znacz#cej zamiany z fenotypu limfocytów T

naiwnych (Tn), CD62L
+
CD45RA

+
, na fenotyp Tregs Tcm CD62L

+
CD45RA

-
 po

pierwszej infuzji w obu grupach, a mniej znacz#cej zamiany po drugiej infuzji. tak wi!c

zmiany dwóch fenotypów Tregs – FoxP3
high

 oraz Tcm maj# miejsce po podaniu

limfocytów Tregs i mog# by%  ledzone we krwi obwodowej. [Test Wilcoxon dzie�-10

vs. dzie�0: Tn Tregs: Pojedyncza dawka Z=2.002, p=0.031; Podwójna dawka Z=2.92,

p=0.003; 6m vs. 9m Podwójna dawka: Z=1.20 p=0.23; Tcm Tregs: Pojedyncza dawka

Z=1.32, p=0.18; Podwójna dawka Z=2.92, p=0.003; 6m vs. 9m Podwójna dawka:

Z=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 1 i 2 dawkami Tregs
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% Treg pamieci centralnej (Tcm) FoxP3
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Rysunek 19. % Tregs pami�ci centralnej (Tcm) FoxP3+CD62L+CD45RA- w grupie kontrolnej oraz
w grupach badanych z 1 i 2 dawkami Tregs



IV. Wyniki

87

% Tregs efektorowych (Tem) FoxP3+CD62L-
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Rysunek 20.  Poziom limfocytów Tregs efektorowych (Tem) FoxP3+CD62L-CD45RA- w grupie

nieleczonej i grupach leczonych 1 i 2 dawkami Tregs.

IV.5. Limfocyty Tregs i IL-2

Poziom  limfocytów  Tregs  po  infuzji  mo�e  by  zwi!zany  z  poziomem  IL2.  Jest  to

cytokina, zwi!zana z  prze�yciem i funkcjonowaniem limfocytów Tregs. Jest równie�

stosowana w wysokich st"�eniach do namna�ania limfocytów Tregs in vitro w

badaniach klinicznych.

Zale�no#  poziomu limfocytów Tregs od IL-2 znalaz$a swoje odbicie w poziomie tej

cytokiny mierzonej w surowicy pacjentów. Krótko po infuzji Tregs, zw$aszcza w grupie

leczonej w dwóch dawkach Tregs, st"�enie IL-2 by$o przej#ciowo niskie,

prawdopodobnie mia$o to zwi!zek ze wzmo�onym metabolizmem tej cytokiny przez

podane Limfocyty Tregs (test Wilcoxona dnia-10 vs dzie%0: pojedyncza dawka Z =

0,50, p = 0,61; dwie dawki Z = 0,67, p = 0,50; 6m vs. 9m w dwóch dawkach: Z = 2,01 p

= 0,04).
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Rysunek 21. Poziom  IL2 w surowicy pacjentów w grupie nieleczonej oraz  w grupie leczonej 1 i

2 dawkami Tregs.

IV.6. Markery immunologiczne w ocenie progresji choroby

W�ród badanych cytokin w surowicy pacjentów, cytokiny prozapalne

wykazywa y pewien schemat wzrostu w czasie. St!"enia IL6 konsekwentnie zwi!ksza o

si! z czasem, niezale"nie od terapii (wyst#pi o niewielkie i przej�ciowe zmniejszenie po

pierwszej dawce w grupie, której podawano dwie dawki Tregs). Wszyscy pacjenci

wykazywali wy"szy poziom IL6 po 24 miesi#cach od daty rozpocz!cia badania. (Test

Wilcoxon dzie$0 vs 24m: Pojedyncza dawka Z=1.66, p=0.020; podwójna dawka Z=2.5,

p=0.001, nieleczeni zie$0 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 pacjentów w grupie nieleczonej jak i w dwóch grupach

leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs.

W przypadku TNFa i IL1 ka�da infuzja limfocytów Tregs w obu grupach by a

zwi!zana z tymczasowym spadkiem poziomu tych cytokin. (Test Wilcoxon: TNF�

dzie�-10 vs dzie�0: Pojedyncza dawka Z=2.95, p=0.033; Podwójna dawka Z=2.67,

p=0.046; 6m vs. 9m w dwóch dawkach: Z=0.34 p=0.67; IL1 dzie�-10 vs dzie�0:

Pojedyncza dawka Z=1.16, p=0.09; Podwójna dawka Z=1.48, p=0.013; 6m vs. 9m w

dwóch dawkach: Z=0.34 p=0.67).
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TNF w surowicy in vivo
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Rysunek 23. Poziom  TNFa w surowicy pacjentów w grupie nieleczonej jak i w dwóch grupach

leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs.
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Rysunek 24. Poziom  IL1 oznaczony  w surowicy pacjentów w grupie nieleczonej jak i w dwóch

grupach leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs.

W  stosunku  do  warto�ci  wyj�ciowych,  poziom  TNF  i  IL1  zwi!ksza" si! po  12

miesi#cach w grupie nieleczonej. (Test Wilcoxon dzie$0 vs 12m: TNF  Z=1.50,

p=0.076; IL1 Z=1.82, p=0.022).

W przypadku pozosta"ych analizowanych cytokin (IL4, IL8, IL10, IL12, IFNg, VEGF)

nie zaobserwowano %adnych istotnych statystycznie ró%nic.
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IV.7. Antygeny HLA

Typowanie antygenów HLA wykonano w  grupie kontrolnej, nieleczonej, która liczy�a

31 pacjentów z T1D oraz w grupach leczonych 1 lub 2 dawkami Tregs, licz cej 25

osób. W obu tych grupach zaobserwowano cz!stsze wyst!powanie specyficznego

heterozygotycznego genotypu sk�adaj cego si! z nast!puj cych antygenów: HLA-

DRB1*03,DQB1*02, na jednym chromosomie oraz HLA-DRB1*04,DQB1*03 na

drugim chromosomie, co potwierdza�oby najwi!ksze prawdopodobie"stwo wyst pienia

T1D. Genotyp ten okre#la si! mianem DR3/DR4.
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Rysunek 25. Cz�sto ! wyst�powania antygenów HLA-DRB1w grupie chorych na T1D leczonych

Tregs.

Rysunek 26. Cz�sto ! wyst�powania antygenów HLA-DRB1 w grupie chorych na T1D

nieleczonych Tregs.
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Rysunek 27. Cz�sto ! wyst�powania antygenów HLA-DQB1 w grupie chorych na T1D leczonych

Tregs

Rysunek 28. Cz�sto ! wyst�powania antygenów HLA-DQB1 w grupie chorych na T1D

nieleczonych Tregs.
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Cz�sto ! wyst�powania genotypu HLA-DRB1*
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Rysunek 29. Cz�sto�� wyst powania genotypu HLA-DRB1 w grupie kontrolnej i leczonej razem.
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Rysunek 30. Cz sto�� wyst powania genotypu HLA-DQB1 w grupie kontrolnej i leczonej razem.

W badanej grupie osób leczonych Tregs i grupie kontrolnej, nieleczonej

zaobserwowano znacz�c� przewag  wyst powania antygenu HLA-A*02. Mog!oby to

potwierdzi" tez , #e obecno$" antygenu HLA-A*02, jak równie# A*24 zwi ksza ryzyko

zachorowania na T1D u osób posiadaj�cych haplotyp DR3/DR4, co pozawala nazywa"

je antygenami „predysponuj�cymi”.



IV. Wyniki

96

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 antygenów HLA versus wyniki fenotypu dotycz� wy �cznie grupy leczonej 12

osobowej 1 lub 2 dawkami Tregs i 10 osobowej grupy kontrolnej.

U osób z genotypem DRB1*03,*04 i DQB1*02,*03 mo!na zaobserwowa" ni!szy

wyj#ciowy poziom limfocytów Tregs (dzie$ -10 w grupie leczonej  i dzie$ 0 w grupie

kontrolnej) w porównaniu do osób nie posiadaj�cych ww. wymienionych antygenów.

Warto#ci % Tregs u tych osób kszta tuj� si% przewa!nie na poziomie <5% (1 wyj�tek).

W badanej grupie zaobserwowano równie! pacjentów z antygenami „ochronnymi”,

takimi jak: DRB1*07 czy DRB1*15. Pacjent z antygenem DRB1*07 mia  znacznie

wy!szy utrzymuj�cy si% poziom limfocytów Tregs w porównaniu do innych pacjentów.

Równie! u pacjentów z DRB1*15, bez drugiego antygenu DRB1*04 lub DRB!*03

mo!emy zaobserwowa" wy!szy poziom limfocytów Tregs ale nie jest to, a! tak znaczna

ró!nica. Z powodu zbyt ma ej ilo#ci przypadków nie potwierdzono tego statystycznie.
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IV.7. Autoprzeciwcia�a

W�ród badanych osób z grupy nieleczonej i grupy leczonej 1 lub 2 dawkami Tregs

w dniu -10 lub 0 obecne by y podwy!szone poziomy �rednio 3 z 4 badanych

przeciwcia . Nie zauwa!yli�my statystycznie istotnych ró!nic mi"dzy grup# leczon# i

kontroln# w warto�ciach autoprzeciwcia : GAD, IA2, IAA oraz ZnT8.

Z uzyskanych wyników bada$ nie wykazano korelacji mi"dzy fenotypem % Tregs,

 a  poziomem  autoprzeciwcia  GAD,  IAA  oraz  ZnT8  z  wyj#tkiem  IA2,  przy  którym

stwierdzono trend w kierunku odwrotnie proporcjonalnej korelacji z odsetkiem

limfocytów Tregs (Wsp. R Spearmana; po 24 miesi#cach: R = -0.304, p = 0.05) .

Korelacja mi�dzy fenotypem Treg [%], a poziomem IA2
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Rysunek 33. Korelacja mi�dzy fenotypem Tregs [%], a poziomem autoprzeciwcia  IA2
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V. Dyskusja

T1D stwarza powa�ne obci �enie ekonomiczne dla ka�dego systemu opieki

zdrowotnej.  Wszelkie nowe metody terapeutyczne, które s  wprowadzane do leczenia

musz  udowodni! nie tylko ich efektywno"! w odniesieniu do utrzymania po� danego

poziomu glikemii, ale równie� powinny okaza! si# uzasadnione ekonomicznie.

Bezpiecze$stwo w nowych terapiach T1D powinno by! najwa�niejsze, jako �e jest to

choroba przewlek%a, która nie zagra�a bezpo"rednio �yciu. W zwi zku z tym, stosunek

ryzyka i korzy"ci powinny by! tak niski, jak to mo�liwe (J�drzejczak i inni, 2015). Ka�da

nowa metoda powinna mie! jak najmniej skutków ubocznych i nie wp%ywa! negatywnie

na jako"! �ycia pacjenta.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej by%a ocena odpowiedzi immunologicznej

na terapie komórkow  cukrzycy typu 1 w oparciu o namno�one sztucznie limfocyty

T regulatorowe CD4
+
CD25

+
CD127

-.
. Dodatkowo, próbowano odnie"! wyniki

powy�szych 2 letnich obserwacji do grupy kontrolnej, nieleczonej dzieci w podobnym

wieku z T1D.

Przedstawione przez autorów tego projektu wyniki bada$ sugeruj , �e terapia

adoptywna limfocytami Tregs spe%nia wszystkie kryteria, aby uzna! j  za bezpieczn .

W ci gu 2 lat od rozpocz#cia terapii nie odnotowano �adnych zdarze$ i reakcji

niepo� danych. 'adna pojedyncza ani podwójna dawka Tregs nie by%a zwi zana

z powa�nymi negatywnymi skutkami. Odnotowano 3 lekkie infekcje w"ród pacjentów

z grupy leczonej Tregs lecz nie by%o �adnych przes%anek aby stwierdzi!, �e by%y one

skutkiem zastosowanej terapii. Warto podkre"li!, �e prezentowana terapia nie os%abi%a

odporno"ci nabytej, poniewa� poziom przeciwcia% ochronnych nie zosta% naruszony

 (Marek-Trzonkowska i inni, 2014)).

Rok od daty w% czenia do badania, 8 z 12 pacjentów (66%), nadal spe%nia%o

kryteria remisji klinicznej (DDI ( 0,5 UI/kg b.w.). Ponadto w tym czasie dwoje z nich

nadal by%o niezale�nych od przyjmowania insuliny. Zarówno pacjenci

insulinoniezale�ni, jak i 3 innych pacjentów w remisji otrzyma%o w sumie 30 x10
6
 Tregs

na kg masy cia%a po przez dwie oddzielne infuzje (podwójna dawka). Innych dwóch

pacjentów w remisji otrzyma%a 20×10
6
 Tregs na kg masy cia%a (pojedyncza dawka),

natomiast ostatni otrzyma% 10×10
6

Tregs na kg masy cia%a (pojedyncza dawka). Remisja
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we wszystkich przypadkach by�a zwi zana z poziomem C- peptydu na czczo > 0,5

ng/ml. W tym samym czasie wszystkie osoby w nieleczonej grupie kontrolnej by�y

insulinozale!ne i tylko dwoje z nich spe�nia�o kryteria remisji, któr  zdefiniowano

powy!ej. Ponadto dawki insuliny by�y ni!sze u osób leczonych Tregs w porównaniu do

grupy nieleczonej, kontrolnej, równie! poziom C- peptydu na czczo by� wy!szy w

grupie leczonej.

Dwa lata od w� czenia terapii T1D post"powa�a, a wszyscy pacjenci byli

insulinozale!ni Funkcja komórek # mierzona poziomem C-peptydu i podawanej

egzogennej insuliny by�y najlepiej zachowane u pacjentów leczonych dwoma dawkami

Tregs (3/6 w remisji), gorsze wyniki zaobserwowano u pacjentów leczonych jedn 

dawk  Tregs (1/6 w remisji), a najgorsze w grupie kontrolnej, nieleczonej (brak

remisji).

Najlepiej na terapi" reagowa�y dzieci z krótkim czasem trwania choroby oraz

poziomem C- peptydu na czczo $0.7ng/ml. Zwi"kszanie dawki Tregs do 30x10
6
 Tregs

/kg masy przy infuzji uzupe�niaj cej wydawa�o si" poprawi% skuteczno&% terapii patrz c

na efekty metaboliczne w pierwszym roku obserwacji.

V.1. Efekt metaboliczny leczenia adoptywnego limfocytami Tregs.

Pocz�tkowy poziom w surowicy C-peptydu odzwierciedla  mas! komórek-" trzustki, im

wy#szy  by  ten  poziom tym d u#ej  pacjent  pozostawa  w remisji.  Pierwsze  analizy  po

pierwszym roku od rozpocz!cia obserwacji poziomu C-peptydu wskazywa y, #e jego

warto$% by a  najwy#sza  u  osób,  które  otrzyma y  2  dawki  Tregs,  a  najni#szy  u  osób,

których nie poddano leczeniu, tj. grupie kontrolnej. Z przedstawionych w tej pracy

wyników bada& z okresu 2 lat od momentu rozpocz!cia badania przedstawiona wy#ej

zale#no$% nieco si! zmieni a. Ró#nica ta sta a si! nieistotna w okresie 2 lat po

zako&czeniu badania w grupie z pojedyncz� dawk� Tregs oraz grup� kontroln�,

nieleczon�. W porównaniu z grup� nieleczon�, a grup� z dwiema dawkami Tregs

ró#nica ta by a statystycznie znamienna.

Dodatkowo, je$li dane leczonych i nieleczonych pacjentów analizowano razem po 4

miesi�cu i po roku od rozpocz!cia obserwacji, zaobserwowano, #e poziom C-peptydu
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by� skorelowany z procentem Tregs we krwi obwodowej (Marek-Trzonkowska i inni,

2014). Ta sytuacja zmieni�a si  po 2 latach obserwacji, gdzie korelacja ta ju! nie

wyst"pi�a - przeanalizowano dane leczonych i nieleczonych pacjentów razem po 24

miesi"cach od rozpocz cia obserwacji.

Kolejn" obiecuj"c" ró!nic" by�a równie! dobowa dawka podawania insuliny.

Obie grupy leczone Tregs wymaga�y ni!szych dawek insuliny w czasie trwania ca�ego

badania. W grupie leczonej dwoma dawkami  Tregs dwóch pacjentów by�o ca�kowicie

niezale!nych od podawania insuliny na ponad rok czasu po podaniu limfocytów Tregs.

Ponadto wszyscy oprócz jednego pacjenta wymagali mniej ni! 0,5 UI dawki insuliny na

kg masy cia�a. Istotne jest, !e podawane dawki insuliny dostosowywano w sposób

standardowy do markerów  kontroli metabolicznej, takich jak: Hb1C i st !enie glukozy

na czczo. St"d, szczególnie wa!ne jest, !e w grupie leczonej wymagane by�o podawanie

ni!szych dawek egzogennej insuliny, a  parametry te by�y przez ca�y okres badania

lepsze od grupy kontrolnej, zw�aszcza na dwa lata od w�"czenia terapii. Poziom HbA1c

by� najni!szy w grupie leczonej 2 dawkami Tregs, #redni w grupie leczonej jedna dawk"

Tregs, a najwy!szy w grupie nieleczonej.

Po 2 latach od w�"czenia terapii Tregs zaobserwowano lepsze funkcjonowanie wysp

trzustkowych, potwierdzone testem tolerancji glukozy z zastosowaniem posi�ku

mieszanego, z du!" cz stotliwo#ci" pobierania próbek (MMTT ang. mixed meal

tolerance test). Ró!nica mi dzy grup" leczon" 2 dawkami, a grup" tych nie poddanych

leczeniu by�a istotna. Natomiast podobne wyniki testu MMTT  zaobserwowano

pomi dzy pacjentami leczonymi jedn" dawk", a grup" nieleczon" - tu ró!nica by�a

nieistotna.

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

Ka!da infuzja limfocytów Tregs powodowa�a wzrost poziomu Tregs w krwi

obwodowej, jednak przy drugiej dawce Tregs ten wzrost nie by� tak wysoki, jak przy

pierwszej dawce. Nie wykazano, !e wzrost w procentach Tregs we krwi obwodowej

bezpo#rednio po infuzji Tregs mo!e wp�ywa$ na pó%niejszy poziom DDI. Chocia!

wi kszo#$ leczonych pacjentów pozostawa�a w remisji w ci"gu 1 roku obserwacji,

zaobserwowano powolny post p T1D i spadek liczby Tregs, które wraca�y do warto#ci
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wyj�ciowych. Po 2 latach obserwacji nie by o ró!nic w poziomie limfocytów Tregs

miedzy grup" leczon" Tregs, a grup" nieleczon", kontroln". Dane te mog" sugerowa#,

!e limfocyty Tregs w czasie hodowli in vitro przechodz" kilka cykli podzia ów, które

mog" skutkowa# ich krótkim okresem pó trwania po podaniu ex vivo. Ponadto, tocz" si$

dyskusje odno�nie stabilno�ci limfocytów Tregs (Miyao i inni, 2012). Innym

wyt umaczeniem dla zmniejszaj"cej si$ liczby Tregs u leczonych pacjentów jest ich

prawdopodobna migracja do tkanek obwodowych. Badania przeprowadzone na

modelach zwierz$cych sugeruj", !e limfocyty Tregs gromadz" si$ w w$z ach ch onnych

obwodowych i w wysepkach trzustkowych, a tym samym opó%niaj" progresj$ cukrzycy.

Nie mo!emy zweryfikowa# tego u cz owieka, ale ten scenariusz wydaje si$

prawdopodobny jedynie w ci"gu pierwszych miesi$cy po podaniu Tregs, gdy niewielki

spadek liczby Tregs jest zwi"zany z lepsz" kontrol" glikemii, ale nie pó%niej (oko o 9

miesi$cy po pierwszym wlewie Tregs), gdy ich efekt terapeutyczny zanika. Spadek

liczebno�ci Tregs w d ugim okresie mo!e równie! wynika# z „wyczerpania” Tregs

z powodu trwa ej aktywacji na skutek odpowiedzi autoimmunologicznej.

Podsumowuj"c istnieje wiele mo!liwych przyczyn zmniejszenia si$ liczby kr"!"cych

Tregs, w tym równie! �mier# komórkowa, czy wspomniana wy!ej migracja do tkanek

limfatycznych i miejsc zapalnych, takich jak trzustka, lub miejsc o wysokim stopniu

proliferacji. Obecny projekt badania i dane nie by y w stanie rozstrzygn"# tych

w"tpliwo�ci. Pozostaje równie! mo!liwe, !e Tregs zmieni y swój fenotyp, natomiast

projekt tego badania nie uj"  tego w strategii sortowania i fenotypowania Tregs.

Podobne obserwacje wyci"gni$to z analizy dwóch fenotypów limfocytów Tregs:

CD3
+
CD4

+
Foxp3

+
, a fenotypem Foxp3

+
CD3

+
CD4

+
CD25

high
CD127

-,
gdzie wykazano

rosn"ca rozbie!no�# z czasem trwania choroby. Analiza zawarto�ci bramki

CD25
high

CD127
-
 wykaza a, !e w czasie rozwoju cukrzycy zmniejsza  si$ w niej odsetek

komórek FOXP3
+
, niezale!nie od liczby podawanych dawek Tregs. Ten efekt by 

przej�ciowy i odwracalny u pacjentów po podaniu drugiej dawki Tregs ale nie by 

trwa y i poziom komórek FOXP3
+
 zmniejsza  si$ w czasie.

W przeprowadzonym badaniu udowodniono, !e mo!liwa jest ocena dynamiki

limfocytów Tregs in vivo za pomoc" mediany ekspresji czynnika Foxp3 limfocytów

Tregs, która w czasie namna!ania jest znacznie wy!sza ni! w krwi obwodowej. Dzi$ki

tej obserwacji mo!na za o!y#, i! znaczna cz$�# analizowanych limfocytów Tregs
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CD3
+
CD4

+
Foxp3

high
 by�a najprawdopodobniej z podanego preparatu. Jest to wygodny i

nieinwazyjny sposób, który pozwala oceni  w�a!ciwo!ci farmakokinetyczne

podawanych limfocytów Tregs.

Istotne przy tym jest, "e spadek ekspresji limfocytów Tregs FoxP3, jak wynika z bada#,

mo"e by  spowodowany zaburzeniami immunoregulacyjnymi u pacjentów z chorobami

o pod�o"u zapalnym i autoimmunizacyjnym. Wiadomo, "e do prawid�owej funkcji

limfocytów Tregs konieczna jest nie tylko obecno!  czynnika transkrypcyjnego Foxp3,

ale tak"e odpowiedni poziom jego ekspresji (Ryba, i inni, 2010).

Z przeprowadzonej analizy subpopulacji limfocytów Tregs wynika, "e

u pacjentów nieleczonych  w porównaniu do warto!ci wyj!ciowych nast$pi� wzrost

poziomu limfocytów Tregs o fenotypie Tcm (pami%ci centranej) kosztem limfocytów

Tregs naiwnych w okresie 24 miesi%cy od trwania badania. Podobne, ale nie tak

znacz$ce zmiany obserwowano u pacjentów leczonych pojedyncz$ dawk$ Tregs.

Ró"nice te by�y najmniej widoczne w grupie leczonej podwójn$ dawk$ Tregs. Spo!ród

wszystkich badanych grup pacjenci leczeni dwoma dawkami Tregs charakteryzowali si%

w 24 miesi$cu po infuzji najlepiej zachowanym (bez zmian) fenotypem - z najwy"szym

poziomem Tregs Tn i najni"szym poziomie Tregs Tem (FoxP3+CD62L-CD45RA-)

chocia"  dochodzi�o do znacz$cej zamiany fenotypu tu" po infuzji: z fenotypu

limfocytów  T  naiwnych  (Tn),  CD62L
+
CD45RA

+
,  na  fenotyp  Tregs  Tcm

CD62L
+
CD45RA

-
 po pierwszej infuzji w obu grupach, a mniej znacz$cej zamiany po

drugiej infuzji.

Zmiana proporcji fenotypu Tregs w T1D z naiwnych na Tregs pami%ci mog�o by 

zwi$zane z  progresj$ choroby, zw�aszcza w grupie kontrolnej nieleczonej. Na

podstawie uzyskanych wyników cytometrycznych zaobserwowano, "e by� to sta�y

spadek Tn w populacji Tregsz jednoczesn$ zmian$ w kierunku bardziej zró"nicowanych

subpopulacji pami%ci. Najprawdopodobniej by�o to zwi$zane z prozapaln$ gotowo!ci$

opisywan$ w T1D i z post%pem choroby (Ryba-Stanis�awowska i inni, 2013). Wcze!niejsze

badania sugerowa�y, "e stan zapalny zwi$zany z d�ugotrwa�$ T1D wp�ywa

niekorzystnie na Tregs, które trac$ ekspresj% FoxP3 i CD62L, wp�yw ten mo"e zosta 

cofni%ty za pomoc$ !rodków przeciwzapalnych (Ryba i inni, 2011). Interesuj$cy jest fakt,

"e stopniowy wzrost poziomu cytokin prozapalnych nie móg� by  ca�kowicie

zatrzymany przez infuzje Tregs.
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Jak wspomniano wy�ej zmiana proporcji mi dzy limfocytami Tregs naiwne na Tregs

pami ci mo�e by! równie� widoczna u pacjentów leczonych bezpo"rednio po podaniu

adoptywnm Tregs, ale z czasem proporcje te wraca#y do warto"ci wyj"ciowych. Dwa

lata po rozpocz ciu próby te proporcje by#y zbli�one do tych, które zauwa�ono na

pocz$tku badania. Pacjenci po dwóch dawkach Tregs mieli te proporcje najbardziej

zbli�one do warto"ci z pocz$tku terapii badania. Ta tymczasowa zmiana by#a

spowodowana prawdopodobnie podaniem du�ej ilo"ci limfocytów Tregs, które s$

zwykle Tcm FoxP3
high

. (Marek i inni, 2011). Fakt, �e powróci#y one do warto"ci

wyj"ciowych u pacjentów poddanych leczeniu wskazuj$ na mo�liwo"!, �e poziom i

proporcje Tregs, s$ regulowane homostatycznie. Gdy znaczn$ ilo"! Tregs podaje si  do

organizmu, proporcje i liczba Tregs wracaj$ do warto"ci wyj"ciowych bez dodatkowych

bod%ców. W naszych badaniach tu� po infuzji zaobserwowano zwi kszony poziom

Tregs Tcm CD62L+CD45RA- wraz ze zmniejszon$ proporcj$ Tregs Tn

CD62L+CD45RA- ale zarówno  proporcje, jak i liczba Tregs w krwi obwodowej

wróci#y z powrotem do warto"ci wyj"ciowych. Interesuj$ce jest, �e wzrost odsetka

Tregs we krwi obwodowej po infuzji nie korelowa# wyra%nie z dawk$ podawanych

Tregs, natomiast korelowa# z poziomem C-peptydu, jak pokazano we wcze"niejszej

publikacji (Marek-Trzonkowska i inni, 2014).

V.3. St��enia cytokin podczas leczenia limfocytami Tregs

W"ród cytokin, IL-2 ma zasadnicze znaczenie dla zachowania liczby i funkcji

limfocytów  Tregs.  Limfocyty  Tregs  nie  s$ zdolne  do  samodzielnej  syntezy  IL2.  Z

drugiej strony, jednym z g#ównych mechanizmów supresji wywieranej przez nTregs jest

szybkie zu�ywanie IL-2 obecnej w "rodowisku reakcji zapalnej i hamowanie

transkrypcji genu dla IL-2 w limfocytach efektorowych (Pham i inni, 2016). IL-2 jest

tak�e wytwarzana na ni�szym poziomie, przez aktywowane limfocyty TCD8
+
, komórki

dendrytyczne,  komórki  NK i  komórki  NKT.  Jest  to  cytokina,  zwi$zana  z   prze�yciem

i funkcjonowaniem limfocytów Tregs. Jest równie� stosowana w wysokich st �eniach

do namna�ania limfocytów Tregs in vitro w badaniach klinicznych.

Zale�no"! poziomu  Tregs  od  IL-2  zosta#a  potwierdzona  w  poziomie  tej  cytokiny

mierzonej w surowicy pacjentów. Krótko po infuzji Tregs, zw#aszcza w grupie leczonej
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dwoma dawkami Tregs, st��enie IL2 by�o przej ciowo niskie, prawdopodobnie mia�o to

zwi!zek z wykorzystaniem tej cytokiny przez wcze niej podane Limfocyty Tregs.

Mimo, i" IL2 jest wskazana jako produkt leczniczy, przeciwnowotworowy, to

jednoczesne podawanie IL2 z Tregs mog�oby si# wi!za$ z manifestacj! choroby

nowotworowej. Ze wzgl#du na to, "e IL2 jest silnym aktywatorem supresyjnych

limfocytów T regulatorowych, zamiast chemotaksji do tkanek zapalnych (np. insulitis),

Tregs w obecno ci du"ych dawek IL2 mo"e wywo�a$ uogólnion! immunosupresje

u�atwiaj!c rozwój nowotworów. Taki efekt zosta� ju" opisany w klinice cz�owieka st!d

nale"y podchodzi$ do takich rozwi!za% bardzo ostro"nie (Theil i inni, 2015).

W ród badanych cytokin w surowicy pacjentów, cytokiny prozapalne

wykazywa�y pewien schemat wzrostu w czasie. Wraz z progresj! cukrzycy mo"na by�o

wr#cz  ledzi$ wzrastaj!ce st#"enia tych cytokin. St#"enia IL6 konsekwentnie

zwi#ksza�o si# z czasem, niezale"nie od terapii (wyst!pi�o niewielkie i przej ciowe

zmniejszenie po pierwszej dawce w grupie, której podawano dwie dawki Tregs).

Wszyscy pacjenci wykazywali wy"szy poziom IL6 po 24 miesi!cach od daty

rozpocz#cia badania. Wskazywa�o to na utrzymuj!cy si# proces zapalny, który jest

charakterystyczny dla chorób autoimmunologicznych.

W przypadku TNFa i IL1 ka"da infuzja Tregs w obu grupach by�a zwi!zana

z tymczasowym spadkiem poziomu tych cytokin, co potwierdzi�oby dotychczasowe

badania mówi!ce o wspó�zale"no ci mi#dzy Tregs, a poziomem TNF&. Wiadome jest,

"e wzrost TNF& sprzyja rozwojowi T1D.

W przypadku pozosta�ych badanych cytokin (IL4, IL8, IL10, IL12, IFNg,  VEGF)  nie

zaobserwowano "adnych istotnych statystycznie ró"nic.

V.4. Antygeny zgodno�ci tkankowej HLA

W obu grupach zaobserwowano cz#stsze wyst#powanie specyficznego

heterozygotycznego genotypu DR3/DR4  sk�adaj!cego si# z nast#puj!cych antygenów:

HLA-DRB1*03,DQB1*02, na jednym chromosomie oraz HLA-DRB1*04,DQB1*03 na

drugim chromosomie, co potwierdza�oby najwi#ksze prawdopodobie%stwo wyst!pienia
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T1D. Taki wynik wskazuje, �e obie te grupy mia�y podobne predyspozycje genetyczne

do zachorowania na T1D.

W badanej grupie osób leczonych Tregs i grupie kontrolnej, nieleczonej

zaobserwowano przewag  wyst powania antygenu HLA-A*02. Mog�oby to potwierdzi!

tez , "e obecno#! antygenu HLA-A*02, jak równie" A*24 zwi ksza ryzyko

zachorowania na T1D u osób posiadaj$cych haplotyp DR3/DR4, co pozawala nazywa!

je antygenami „predysponuj$cymi”.

U osób z grupy leczonej i kontrolnej z genotypem DRB1*03,*04 i DQB1*02,*03

mo"na zaobserwowa! ni"szy wyj#ciowy poziom limfocytów Tregs (dzie% -10 w grupie

leczonej  i dzie% 0 w grupie kontrolnej) w porównaniu do osób nie posiadaj$cych wy"ej

wymienionych antygenów. Warto#ci % Tregs u tych osób kszta�tuj$ si  przewa"nie na

poziomie <5% (1 wyj$tek). Aby zweryfikowa! t  tez  nale"a�oby przebada! wi ksz$

grup  badan$.

Analizuj$c grup  leczon$ i kontroln$ razem, zaobserwowano równie" pacjentów

z antygenami nazywanymi „ochronnymi”, takimi jak: DRB1*07 czy DRB1*15. Pacjent

z antygenem DRB1*07 mia� znacznie wy"szy utrzymuj$cy si  poziom limfocytów

Tregs w porównaniu do innych pacjentów. Równie" u pacjentów z DRB1*15, bez

drugiego antygenu DRB1*04 lub DRB1*03 mo"emy zaobserwowa! wy"szy poziom

limfocytów Tregs, ale nie by�a to ró"nica istotna statystycznie.

V.5. Autoprzeciwcia�a

W#ród badanych osób z grupy nieleczonej i grupy leczonej 1 lub 2 dawkami Tregs

wi kszo#! badanych mia�a w dniu -10 lub 0 dodatni wynik trzech z czterech badanych

autoprzeciwcia�. Potwierdza si  to z badaniami przeprowadzonymi przez zespó� La

Gasse i wsp., którzy wysokie ryzyko wyst$pienia T1D wi$"$ z dodatnim wynikiem co

najmniej dwóch przeciwcia� dla trzech g�ównych autoantygenów cukrzycy (GAD, IA2 /

ICA512 i insuliny). Nie zauwa"yli#my statystycznie istotnych ró"nic mi dzy grup$

leczon$ i kontroln$ w warto#ciach autoprzeciwcia�: GAD, IA2, IAA oraz ZnT8.
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V.6. Leczenie adoptywne limfocytami Tregs.

Poznanie i zrozumienie mechanizmów funkcjonowania limfocytów Tregs

pozwoli�o na ich wykorzystanie w leczeniu ró nych chorób. Wzmocnienie ich funkcji

mo e znale!" zastosowanie w leczeniu chorób o pod�o u autoimmunologicznym,

alergicznym oraz w indukowaniu stanu tolerancji u pacjentów po przeszczepach

allogenicznych. Zasadnicz# zalet# tego leczenia w porównaniu do konwencjonalnej

immunosupresji farmakologicznej jest fakt, i  komórki te maj# zdolno$" migracji do

miejsc zapalenia i uszkodzenia w�asnych tkanek i wywieraj# swój efekt tylko w takiej

tkance nie wp�ywaj#c na odporno$" ogóln#. Dlatego immunosupresyjne dzia�anie

limfocytów Tregs okre$lane jest czasami przez analogi%, jako „inteligentne sterydy”.

Wcze$niejsze badania wykaza�y,  e komórki Tregs pochodz#ce od chorych z T1D

wykazuj# tak# sam# zdolno$" do proliferacji, jak komórki osób zdrowych. W zwi#zku

z tym przeprowadzenie ekspansji tych komórek w warunkach in vitro nie jest

problemem (Putnam i inni, 2009).

Wiadome jest,  e za wi%kszo$" zaburze& immunologicznych le #cych u pod�o a T1D

odpowiedzialne s# aktywowane autoreaktywne komórki efektorowe (Teff), a nie defekt

funkcji/proliferacji limfocytów Tregs. Pogl#d ten popiera fakt,  e obecno$"

aktywowanych komórek Teff rozpoznaj#cych antygeny w�asnych wysp trzustkowych

jest udokumentowana u cz�owieka. Wcze$niejsze badania z zastosowaniem zwierz%cych

modeli T1D wykaza�y,  e podanie zwielokrotnionej liczby limfocytów Tregs hamuje

dzia�anie autoreaktywnych limfocytów Teff i chroni przed wyst#pieniem T1D.

Przedstawiona terapia jest pierwszym tego rodzaju dzia�aniem przeprowadzonym

u cz�owieka, a jej wyniki potwierdzaj# celowo$" proponowanego podej$cia równie 

w leczeniu T1D u ludzi (Marek-Trzonkowska i inni, 2012).

Terapia Tregs po pojedynczej infuzji nie uzdrawia z chorób autoimmunologicznych.

Optymalna dawka i punkt czasowy, w jakim nale a�oby zastosowa" terapie musz#

zosta" jeszcze dopracowane (Marek-Trzonkowska i inni, 2012) (Marek-Trzonkowska i inni,

2013).

W badaniach na modelach zwierz%cych udowodniono, i  leczenie adoptywne

limfocytami Tregs mo e zapobiec niszczeniu wysp trzustkowych oraz mo e ca�kowicie

chroni" przed rozwojem T1D (Marek i inni, 2011). Jednak trzeba pami%ta" o ró nicach w

tych do$wiadczeniach. Przede wszystkim w modelach zwierz%cych wzgl%dna dawka

podawanych Tregs by�a znacznie wy sza, u myszy by�o to 7x10
6
 Tregs/mysz co daje



V. Dyskusja

110

166x10
6
 /kg m.c, przy za�o�eniu, �e m.c. myszy równa si  60g

.
. Niemniej jednak

zwi kszanie dawek Tregs mo�e teoretycznie doprowadzi! do zwi kszenia ryzyka

infekcji oportunistycznych lub nowotworu, jak obserwuje si  w przypadku innych form

immunosupresji. Inn" wa�n" kwesti" jest czas podawania Tregs po ich wyizolowaniu.

W modelu zwierz cym  limfocyty Tregs s" zwykle podawane bezpo#rednio po izolacji.

Uwa�ano, �e czas od izolacji do infuzji ma wp�yw na utrat  ich w�a#ciwo#ci i istnieje

wr cz bariera 14 dni od pobrania do podania, która nie powinna by! przekraczana

(Marek i inni, 2011). Ilo#! limfocytów Tregs we krwi obwodowej pozostaje tak�e w

zwi"zku z wiekiem i stanem zdrowia. W przysz�o#ci mo�na zastanowi! si  nad innymi

sposobami podawania i $ród�ami limfocytów Tregs, np. przy u�yciu alternatywnego

dawcy krwi p powinowej. Preparaty komórek macierzystych ze szpiku kostnego i krwi

p powinowej s" bogate w limfocyty Tregs i mog" by! wykorzystane do ich

transplantacji. Badania takie, cho! okaza�y si  skuteczne w odwracaniu

autoimmunizacji u myszy NOD zmniejszaj"c poziom autoprzeciwcia� i poziom glukozy

we krwi, nie przynios�y jednak poprawy parametrów metabolicznych (Mesples i inni,

2013) (Tan i inni, 2014) (Snarski i inni, 2010).

Z drugiej strony próby terapii T1D przy pomocy HSCT u ludzi udowodni�y, �e inn"

skuteczn" metod" terapeutyczn" dla T1D mo�e by! przeszczep autologicznych komórek

macierzystych uk�adu krwiotwórczego (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 i powstanie „naiwnego” uk�adu

immunologicznego. Drugim o#rodkiem na #wiecie (pierwszym w Europie), który podj"�

si  próby przeprowadzenie takiego zabiegu by�a Klinika Onkologii, Hematologii

i Chorób Wewn trznych WUM (pierwszy przeszczep 6. maja 2008 dr Emil Snarski,

prof. dr hab. n. med. W.W. J drzejczak). Wed�ug polskich naukowców z Katedry

Hematologii i Onkologii Chorób Wewn trznych, Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego pod kierownictwem prof. dr hab. med. Wies�awa Wiktora J drzejczaka,

AHSCT w T1D prowadzi do remisji przez d�u�szy czas u 50% pacjentów, 40% z nich

pozosta�a wolna od insuliny w ci"gu 48 tygodni od momentu przeszczepu. Niektórzy

pacjenci pozostaj" insulinoniezale�ni przez okres ponad 5 lat po zabiegu. Jako pierwsi

przedstawili analiz   farmakologiczno-ekonomiczn" AHSCT, jako terapii T1D.

Przeanalizowano dane uzyskane z trzech o#rodków i wysuni to tez , i� AHSCT, mo�e

by! op�acalne w leczeniu #wie�o wykrytej cukrzycy typu 1, pod warunkiem, �e korzy#ci
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z przeszczepu trwa�yby od 3 do 8 lat, w zale no!ci od zastosowanej procedury

(J�drzejczak i inni, 2015)

Wi"kszo!# terapii eksperymentalnych T1D koncentruje si" na zachowaniu u pacjentów

odpowiedniego poziomu C-peptydu. Podczas gdy w przypadku pacjentów z d�ugotrwa�$

T1D i niewykrywalnym C-peptydem, jedyn$ szans$ na uzyskanie insulinoniezale no!ci

jest przeszczepienie trzustki lub przeszczepianie wysp trzustkowych. Jednak e

przeszczepienie trzustki wi$ e si" z wysokim ryzykiem wyst$pienia powik�a%. Z kolei,

g�ówne ograniczenia pozytywnego rezultatu w przeszczepianiu wysp trzustkowych to

nie tylko ryzyko odrzucenia przeszczepu, ale tak e reaktywacja odpowiedzi

autoreaktywnych limfocytów wobec przeszczepionych wysepek. Ponadto stosowana

immunosupresja farmakologiczna jest toksyczna dla samego przeszczepu (Montiel-

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

Immunoterapia z u yciem limfocytów Tregs w zale no!ci od potrzeb, opiera si"  na

wytworzeniu u pacjentów stanu wzmo onej supresji, b$d& te  aktywacji uk�adu

odporno!ciowego. W pierwszym przypadku, wzrost liczebno!ci i aktywno!#

limfocytów Tregs, uzyskuje si" m.in. poprzez kontrolowan$ w warunkach in vitro

ekspansj" tych komórek po stymulacji przeciwcia�ami anty-CD3 i anty-CD28,

w obecno!ci IL-2 (Golshayan i inni, 2007). Namna ane w ten sposób komórki zachowuj$

swoisto!# antygenow$.

Eksperymentalna terapia adoptywna z u yciem namno onych ex vivo limfocytów Tregs

znajduje potencjalne zastosowanie w zapobieganiu rozwojowi chorób

autoimmunizacyjnych, zapalnych, jak równie  alergicznych. Obecnie trwaj$

zaawansowane próby wykorzystania komórek supresorowych w leczeniu

eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia mózgu, zapalenia !luzówki

 o�$dka, zapalenia tarczycy, jajników, SLE i chorób zapalnych jelit, w stwardnieniu

rozsianym (SM) a tak e we wcze!nie wykrytej T1D u dzieci (Kohm i inni, 2002) (Frey i

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

Ma�a liczba leczonych pacjentów jest ograniczeniem przedstawionego badania.

W zwi$zku z tym wykazujemy indywidualne dane pacjenta. Niemniej jednak wyniki

tego badania zach"caj$ do dalszych bada% na wi"kszej liczbie osób. Badania na

podawaniu Tregs pacjentom ze !wie o wykryt$ T1D prowadzone s$ w o!rodku w USA,
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gdzie opublikowano niedawno wyniki bada� z 1 fazy prób klinicznych (Bluestone i inni,

2015). Badaniem obj to cztery kohorty (4grupy dawkowania) w sumie 14 doros!ych

pacjentów, z nowo rozpoznan" T1D, którzy otrzymali namno#one ex vivo autologiczne

poliklonalne Tregs (polyTregs) CD4
+
CD127

low/-
CD25

+
 w czterech grupach dawkowania

w zakresie od ~ 5x10
6
 do oko!o 2,6x10

9
 komórek w pojedynczej infuzji. $redni wiek

badanych wynosi! 30,3 ± 8,7 lat, a %redni czas trwania choroby 39 ± 26,4 tygodni od

badania przesiewowego. Proces namna#ania Tregs odbywa! si  ze zwi kszon"

fosforylacj" STAT5 (sygna! dla cytokin reguluj"cy ekspresje FOXP3) w odpowiedzi na

IL-2, co zwi ksza!o aktywno%& supresyjn" Tregs in vitro i d!ugoterminowe prze#ycie

Tregs w warunkach in vivo (ponad 1 rok). Terapia komórkowa by!a dobrze tolerowana

bez oznak toksyczno%ci krótkoterminowych (w tym reakcji na wlew lub zespo!u

uwalniania cytokin), gwa!towny spadek produkcji endogennej insuliny lub zaka#e�

oportunistycznych. W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano równie# dobr"

odpowied' metaboliczn" w postaci stabilnego poziomu C-peptydu, który utrzymywa!

si  na sta!ym poziomie nawet do kilkudziesi ciu tygodni od podania adoptywnych

Tregs. Ponadto wyniki tego badania sugeruj", #e bezpieczne s" dawki infuzji

adoptywnych Tregs w zakresie 500-krotnym.

W projekcie badawczym Jeffrey A. Bluestone i wsp. zasugerowali, #e zwi kszenie

immunosupresji w warunkach in vitro oraz w warunkach aktywacji i ekspansji Tregs

 z IL-2, mo#e spowodowa&, #e zostanie zwi kszona skuteczno%& terapii. Taka

skojarzona terapia komórkowa jest obecnie w fazie rozwoju. Podsumowuj"c, wykazano,

#e autologiczne Tregs mog" by& podawane adoptywnie  i s" dobrze tolerowane przez

pacjentów z nowo rozpoznan" T1D . Wyniki uzyskane prze ameryka�skich naukowców

pokrywaj" si  z wynikami bada�, jakie zosta!y przedstawione wcze%niej przez polskich

autorów niniejszego badania.

Identyfikacja limfocytów Tregs jest jednym z najwa#niejszych osi"gni &

wspó!czesnej immunologii. Post p prac naukowych nad limfocytami Tregs, oraz rozwój

mo#liwo%ci technicznych daj" wyra'n" nadziej  na podejmowanie, w niedalekiej

przysz!o%ci, terapii w pe!ni wykorzystuj"cych potencja! limfocytów o w!a%ciwo%ciach

regulacyjnych. Przedstawione w tej pracy wyniki bada�  innowacyjnej terapii s" tego

najlepszym przyk!adem.
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Warto pami�ta , !e z punktu widzenia klinicznego istotna jest nie tylko efektywno" 

infuzji komórek T regulatorowych w leczeniu cukrzycy, ale tak!e inne aspekty tej

swoistej ingerencji w uk#ad odporno"ciowy cz#owieka, w tym mo!liwo"  wyst$pienia

g#�bokiej immunosupresji.

Wst�pne wyniki s$ zach�caj$ce, pozwalaj$ce uwierzy , !e przeprogramowanie Tregs

lub infuzja autologicznych lub alogenicznych limfocytów Tregs mo!e zmieni 

naturalny przebieg choroby autoimmunologicznej. Potrzebne s$ wysi#ki maj$cych na

celu opracowanie leków zdolnych przeprogramowa  Tregs i ustali , które subpopulacje

limfocytów Tregs najlepiej nadaj$ si� do wykorzystania w terapii komórkowej (Miyara i

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

Z uwagi na stosunkowo pó%ne rozpoznanie pacjentów z T1D, gdzie tylko 10 do 30%

wysp trzustkowych nadal funkcjonuje i tylko taki zakres mo!e by  obj�ty ochron$, czas

rozpoznania T1D i w#$czenie prezentowanego leczenia by#o oczywistym ograniczeniem

medycznym tego badania. Rutynowe markery autoimmunizacji istotne dla T1D, takie

jak autoprzeciwcia#a mog$ identyfikowa  pacjentów zagro!onych rozwojem choroby,

jednak ich dok#adno"  w przewidywaniu choroby, nie jest wystarczaj$ca do

identyfikacji wczesnego stadium T1D. Jest zatem konieczne opracowanie

wiarygodnych kryteriów wczesnego wykrywania T1D, gdy masa komórek b jest

znacznie wy!sza. Wzbogacenie rutynowego algorytmu rozpoznania T1D o: typowanie

HLA, ocen� konkretnych polimorfizmów nie-HLA, ocen� limfocytów T

autoreaktywnych lub kr$!$cego DNA wysp trzustkowych, mo!e zwi�kszy  czu#o"  i

swoisto" , oraz identyfikowa  pacjentów w bardzo wczesnym stadium choroby z

wy!sz$ mas$ wysp trzustkowych. Podawanie Tregs w takim wczesnym stadium

cukrzycy na pewno poprawi#aby skuteczno"  terapii. (Akirav i inni, 2011) (Steck i inni,

2014)

Podsumowuj$c, przedstawiona terapia wykorzystuj$ca adoptywne limfocyty T

regulatorowe CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(-) jest bezpieczna. Terapia chroni

wyspy przed procesem autoimmunologicznym, je"li zastosujemy j$ na wczesnym etapie

rozwoju T1D (do 6 miesi�cy od diagnozy). Kilka mo!liwych przyczyn wp#ywaj$cych

na skuteczno"  terapii zosta#o zidentyfikowanych. Tregs s$ bardzo zale!ne od IL-2.

Progresja choroby wi$za#a si� ze zmian$ proporcji Tregs naiwnych/pami�ci oraz z



114

powoli zwi�kszaj c  si� aktywno!ci  cytokin prozapalnych, które zosta"y tylko

cz�!ciowo kontrolowane przez podawanie Tregs. W zwi zku z tym, leczenie powinno

si� podejmowa# na jak najwcze!niejszym etapie od rozpoznania, aby chroni# mo$liwie

najwy$sz  mas� wysepek trzustkowych, ale tak$e wykorzystuj c zachowan 

prawid"ow  aktywno!# Tregs we wczesnym etapie T1D. Warto zastanowi# si� w

przysz"o!ci nad zoptymalizowaniem metody i skojarzeniem przedstawionej terapii z

odpowiednimi lekami lub w po" czeniu z przeszczepem trzustki lub przeszczepem wysp

trzustkowych, aby zwi�kszy# szanse na jeszcze lepszy efekt terapeutyczny.
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VI. Streszczenie

W cukrzycy typu 1 (T1D) komórki wysp trzustkowych s� niszczone przez

autoreaktywne limfocyty T, co skutkuje brakiem produkcji insuliny. Przedstawiona w tej pracy

nowatorska immunoterapia limfocytami T regulatorowymi (Tregs) jest w stanie przed u!y"

remisj# u chorych ze $wie!o rozpoznan� T1D.

Niemniejsza rozprawa jest ocen� odpowiedzi metabolicznej i immunologicznej na

leczenie limfocytami T regulatorowymi CD3(+)CD4(+)CD25(high)CD127(-). Przedstawiono

wyniki 2-letniej obserwacji dwana$ciorga dzieci z nowo rozpoznan� T1D, którym podano

wcze$niej namno!one in vitro autologiczne Limfocyty Tregs. Dodatkowo, próbowano odnie��

uzyskane wyniki do grupy kontrolnej, nieleczonej.

Dwa lata po w !czeniu terapii T1D post"powa a, a wszyscy pacjenci byli

insulinozale#ni. Funkcja komórek $ mierzona poziomem C-peptydu i dawkami podawanej

egzogennej insuliny by y najlepiej zachowane u pacjentów leczonych dwoma dawkami Tregs

(3/6 w remisji), gorsze wyniki zaobserwowano u pacjentów leczonych jedn! dawk! Tregs (1/6

w remisji), a najgorsze w grupie kontrolnej, nieleczonej (brak remisji). Po podaniu pacjentom

limfocytów Tregs zaobserwowano zwi"kszony poziom limfocytów Tregs w krwi obwodowej

w ci!gu kilku pierwszych miesi"cy oraz zmian" fenotypu Tregs z naiwnych

CD62L
+
CD45RA

+
CD62L

+
 na pami"ci CD45RA

-
.Ta zmiana by a odwracalna w grupach

leczonych, natomiast w grupie kontrolnej nieleczonej nie by a odwracalna i post"powa a

z czasem trwania choroby. Ponadto zaobserwowano utrzymuj!cy si" wzrost st"#enia w

surowicy krwi cytokin prozapalnych. Poziom IL6 wzrós  we wszystkich badanych grupach,

natomiast poziom IL1 i TNFa dodatkowo wzros y tak#e w grupie nieleczonych pacjentów.

Wyniki przedstawionych przez autorów tego projektu bada% sugeruj!, #e terapia adoptywna

limfocytami Tregs spe nia wszystkie kryteria, aby uzna� j! za bezpieczn!. Ma a liczba

leczonych pacjentów jest ograniczeniem przedstawionego badania. Niemniej jednak wyniki tej

nowatorskiej terapii zach"caj! do dalszych bada% na wi"kszej liczbie osób. Infuzja

autologicznych limfocytów Tregs mo#e zmieni� naturalny przebieg choroby

autoimmunologicznej. W celu poprawienia skuteczno�ci przedstawionej terapii potrzebne s!

wysi ki maj!ce na celu opracowanie leków zdolnych przeprogramowa� Tregs i ustali�, które

subpopulacje limfocytów Tregs najlepiej nadaj! si" do wykorzystania w terapii komórkowej.
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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 T1DM treated with up to 30x10
6
/kg b.w. of autologous expanded ex vivo

CD3
+
CD4

+
CD25

high
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.

�-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 TNF  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 naïve/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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