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Z.0ZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ADA — Americka diabetologicka spolo¢nost’ (American Diabetes Association)

APC — bunka prezentujuca antigén (antigen presenting cell)

CD — diferenciacny znak (cluster of designation)

CDh4" — pomocné T-lymfocyty

CDS8" — cytotoxické T-lymfocyty

CMV — cytomegalovirus

DM — diabetes mellitus

DM1 — diabetes mellitus 1. typu

DMIA — autoimunitny diabetes mellitus

DM2 — diabetes mellitus 2. typu

EBV — virus Epsteina-Barrovej

GAD — glutamatdekarboxylaza

GADA — protilatky proti glutamatdekarboxylaze (glutamate-decarboxylase antibodies)

HLA — hlavny histokompatibilny komplex (human leukocyte antigens)

HSP — protein teplotného Soku (heat shock protein)

IDF — International Diabetes Federation

IAA — protilatky proti inzulinu (anti-insulin antibodies)

IA-2A — protilatky proti tyrozinfosfataze B-buniek pankreasu
(anti-tyrosinphosphatase IA-2 antibodies)

ICA — protilatky proti bunkam pankreatickych ostrovéekov (anti-islet cells antibodies)

IFIH1 — interferon induced with helicase C domain 1

IFN-y — interferén y

Ig — imunoglobulin

IL — interleukin

kb — kilobaza

LADA — latentny autoimunitny diabetes dospelych (latent autoimmune diabetes of adults)

LT-B — lymfotoxin beta

mAb — monoklonova protilatka (monoclonal antibody)

MDAS — melanoma differentiation associated gene 5

MHC — hlavny histokompatibilny systém (major histocompatibility complex)

MIF — faktor inhibujuci makrofagy (macrophage migration inhibitory factor)

NK-bunky - prirodzené zabijace (natural killer cells)

nTreg — prirodzené regulacné T-lymfocyty

PCR — polymerazova ret'azova reakcia (polymerase chain reaction)

SLE — systémovy lupus erythematosus

Tc — cytotoxické T-lymfocyty (T cytotoxic lymphocytes)

TCR — T-cell receptor

Tu — pomocné T-lymfocyty (T helper lymphocytes)

TNF — faktor nekrotizujuci nadory (tumor necrosis factor)

ZnTg8 — zinkovy transportér-8



Uvob

Autoimunitné choroby patria v sucasnosti medzi najcastejSie chronické choroby
postihujuce stale mladsie vekové skupiny pacientov, ktoré¢ zna¢ne znizuju kvalitu ich zivota
a v neposlednom rade predstavuji aj obrovsk finanéni zataz pre zdravotnictvo a celu
spoloc¢nost’. Postihuju 5 — 9 % populacie a podl'a niektorych autorov su celosvetovo tretou
najcastejSou pricinou mortality a morbidity (po kardiovaskularnych a nddorovych chorobach).

Autoimunitna etiolégia bolo doteraz dokazana pri viac ako osemdesiatich chorobach,
pricom v klinickej praxi diabetes mellitus 1. typu, reumatoidna artritida, Gravesova-
Basedowova choroba, perniciozna anémia, systémovy lupus erythematosus a sclerosis
multiplex predstavuji viac ako polovicu vSetkych pacientov postihnutych autoimunitnymi
chorobami.

Diabetes mellitus je chronicka choroba, ktorej incidencia v ostatnych rokoch na celom
svete prudko narastd a nadobuda rozmery pandémie. Keby diabetici na celom svete vytvorili
samostatny §tat, bol by, podl'a ostatnych Statistickych udajov, tretim najvac¢Sim Statom na
svete (po Cine a Indii). Pocet diabetikov sa dnes totiz odhaduje uZ na viac ako 370 milidénov.
Priblizne 5 — 10 % vSetkych diabetikov tvoria pritom pacienti s autoimunitnym diabetes
mellitus 1. typu. U prevaznej Casti diabetikov 1. typu je choroba spdsobena autoimunitnou
destrukciou B-buniek pankreasu a naslednym absolitnym nedostatkom endogénneho inzulinu.
Choroba ma silnu genetickll predispoziciu (doteraz je znamych viac ako 20 genetickych
oblasti, ktoré maji vyznam v genetickej predispozicii), avSak presnd ,,geneticka mapa“ este
zd’aleka nie je kompletnd. Stanovenie genetického rizika a monitorovanie hladiny
autoprotiladtok ako markera destruktivnej inzulitidy sa v sucasnosti javia ako jedna z moznosti
aktivneho vyhlad4dvania pacientov s cielom ¢im skor zacat' liecbu a zmiernit' tak klinicky
priebeh choroby a rozvoj mikro- a makrovaskularnych komplikacii typickych pre diabetes
mellitus. Na zaklade najnovs$ich poznatkov dostdvame teda do ruk novu zbranl v boji s touto
zakernou chorobou. Sme uZ totiz schopni nielen vyhl'adavat’ potencialnych pacientov, ale ich
pravidelnym sledovanim a zacatim vhodnej lieCby v €o najv€asnejSich Stadiach choroby aj
zmiernit jej priebeh, prediZit’ zvyskova sekréciu inzulinu, odstranit’ bezprostredné nasledky
jeho nedostato¢nej sekrécie a spomalit, resp. zastavit' progresiu obdvanych komplikacii
dlhotrvajucej choroby.

Stale lepSie poznanie etiopatogenézy diabetes mellitus 1. typu teda ztejto chronickej

choroby robi interdisciplinarny problém. Okrem diabetologa, resp. internistu moznost



stanovenia genetického rizika prezentovaného pritomnostou predispozi¢nych aliel hlavného
histokompatibilného systému vyzaduje spolupracu s imunogenetikom, stanovenie
Specifickych autoprotilatok ako aj rodiace sa moznosti ucinnej a bezpecnej kauzdlnej
imunosupresivnej lieCby prindsaju priestor na spolupracu s klinickym imunolégom.

V predkladanej habilitacnej praci sa snazim o sumarizaciu stcasnych vedomosti, ktoré
o patogenéze diabetes mellitus 1. typu a autoimunitnych choréb vo vSeobecnosti mame — aj
napriek intenzivnemu vyskumu vtejto oblasti totiz eSte stale ostdva mnoZstvo
nezodpovedanych otdzok. Zaroven predkladdm vysledky ziskané analyzou slovenskej
populacie diabetikov 1. typu. V nasej praci sme skumali asociaciu choroby s génmi hlavného
histokompatibilného komplexu cloveka, analyzovali sme autoimunitny podklad choroby

a skimali vztahy medzi HLA-alelami a prevalenciou $pecifickych autoprotilatok.



1. AUTOIMUNITNE CHOROBY

1.1 VSEOBECNA CHARAKTERISTIKA AUTOIMUNITNYCH CHOROB

Autoimunitné choroby predstavuji v sucasnosti, najmid v civilizovanych krajinach,
vazny medicinsky problém. Postihujit 5 — 9 % populécie, pricom ich prevalencia
celosvetovo neustale stiipa a dnes st uz na nelichotivom tretom mieste medzi pri¢inami umrti
(po kardiovaskularnych a nadorovych chorobach) (1, 2, 3, 4).

U jednotlivych chorob sa v patogenéze v roznej miere kombinuje komplexné pdsobenie
viacerych faktorov (genetickych, environmentadlnych, imunitnych, hormonélnych) -
hovorime o teérii mozaiky autoimunity (3, 5, 6).

Podl’a toho, ¢i st autoimunitné procesy limitované na jeden cielovy organ alebo tkanivo,
resp. postihuju cely organizmus, bez organovej Specificity, delime ich na:

1. Orgénovo-Specifické, pri ktorych je vicSinou znamy cielovy autoantigén; klinicky sa

najcastejsie jedna o autoimunitné endokrinopatie a cytopénie.

2. Organovo-neSpecifické (systémove), pri ktorych organovo-Specificky autoantigén nie je

znamy; imunopatologicka reakcia je namierend voci ubikvitne pritomnym autoantigénom

(napr. v bunkovom jadre ¢i cytoplazme) a postihnuty tak moze byt prakticky ktorykol'vek

organ.

Samotnéd hranica medzi systémovymi a organovo-Specifickymi chorobami pritom nie je
ostra. Na ich rozhrani stoja totiz choroby s prevazujicou manifestdciou v uréitom orgéne,
ktoré st ale doprevadzané vyskytom autoprotilatok proti organovo-nesSpecifickym antigénom

a tiez viacerymi priznakmi posSkodenia mimo ciel'ovy organ — niektorymi autormi su preto

vynaté spomedzi organovo-Specifickych a si oznacované ako tzv. orgénovo-lokalizované
choroby (napr. ulcerdzna kolitida, Crohnova choroba, autoimunitné choroby pecene) (5).

Z geografického hladiska je vich vyskyte badatelny tzv. severo-juzny gradient —
najvysSia prevalencia je v krajinach severnej Eurdépy a Ameriky (1), aj ked’ v ostatnych
rokoch je zaznamenavany nérast aj v Afrike, Azii, juznej Eurépe a v Latinskej Amerike (7).

Autoimunitné choroby sa mézu objavit’ v akomkol'vek veku, najcastejSie vSak postihuju
jedincov v mladom a strednom dospelom veku (8). V detskom veku je vyskyt tychto chorob
nizsi (aj ked’ aj tu je badatelny trend narastajucej incidencie) — najcastejS$imi autoimunitnymi
chorobami su celiakia, diabetes mellitus 1. typu a juvenilna idiopaticka artritida (3). Naopak,
pre starsi dospely vek je typicky vyskyt reumatoidne;j atritidy a niektorych vaskulitid (8).

U rodinnych prislusnikov pacientov bol zaznamenany zvySeny vyskyt tak povodnej, ako aj

inych autoimunitnych chordb alebo pritomnost’ autoprotildtok (9). Pomerne casto je
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v pribuzenstve pritomna aj hypergamaglobulinémia (10, 11).

U vacsiny autoimunitnych choréb prevazuji medzi pacientmi Zeny (podla niektorych
autorov pri chorobach ako systémovy lupus erythematosus, autoimunitné tyreoiditidy alebo
systémova skleréza predstavuju az 85 % postihnutych; u reumatodinej artritidy, sclerosis
multiplex a myastenia gravis priblizne 60 %) (4, 8, 12). Opat’ vSak existuju vynimky — napr.
pri diabetes mellitus 1. typu je vyskyt uoboch pohlavi priblizne rovnaky (13)

a pri autoimunitnych nefropatidch zaznamendvame predominantny vyskyt u muzov (14).

1.2. IMUNITNA TOLERANCIA

Za fyziologickych okolnosti imunitny systém zdravého jedinca toleruje autoantigény, teda
molekuly vlastného organizmu. Schopnost rozliSovat vlastné — ,self a toto tolerovat
a cudzie — ,,non self* likvidovat’ Specifickymi obrannymi mechanizmami, patri ku klI'icovym
vlastnostiam imunitného systému (15).

Imunitnd tolerancia je vysledkom diferenciacie imunokompetentnych buniek, t. j. T-

a B-lymfocytov, v primarnych lymfoidnych organoch (tymus a kostna dren), pocas ktorej
potenciondlne autoreaktivne imunokompetentné bunky zanikaju. Tie, ktoré tomuto procesu
unikli a nachddzaju sa v organizme, su vo svojej aktivite blokované imunoregula¢nymi
mechanizmami (5). Ak sa vSak naruSia kontrolné a riadiace mechanizmy imunitného

systému, ktoré zabezpecCuji rozpoznavanie vlastného od cudzieho, méze vzniknit’ imunitna

reakcia spOsobujuca poSkodenie vlastného tkaniva — autoimunizicia (autosenzibilizécia,
autoagresia) (10).

Imunitnd tolerancia sa vyvija a prebicha na dvoch urovniach — centralnej (recesivnej)
a periférnej (dominantne;j).

Procesy centralnej tolerancie T-lymfocytov sa odohravaju v tymuse. Tu prebicha

pozitivna selekcia, pri ktorej su zachovéavané tie T-lymfocyty, ktorych antigénové receptory

st schopné rozpoznavat’ HLA-molekuly prezentujuce vlastné peptidy organizmu s nizkou

afinitou a negativna selekcia s fyziologickou inaktivaciou a vyradovanim klonov T-

lymfocytov, ktoré rozpozndvaji komplexy ,,HLA + vlastny peptid* so stredne vysokou alebo
vysokou afinitou. Tym dojde k vyradeniu takmer vSetkych potencidlne autoreaktivnych T-
lymfocytov, mala Cast' z nich vSak tomuto vyberu unikd a dostava sa do sekundarnych
lymfoidnych organov — tu mézu po vhodnej aktivacii spustit’ autoimunitné reakcie (2, 15, 16).
Periférne T-lymfocyty na autoantigén nereaguju a to aj napriek tomu, Zze maju Specificky

receptor pre jeho rozpoznanie (periférna tolerancia). Priinou je obmedzend tkanivova

distribticia HLA-molektl druhej triedy nevyhnutnych pre prezentdciu antigénu, chybanie
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kostimulacnych signdlov nutnych k plnej aktivacii T-lymfocytov (klonova anergia) (17),
podprahové mnoZstvo autoantigénu, ktoré neposkytuje dostato¢ny aktivaény signal —
(klonova ignoracia), dysbalancia v populacii prirodzenych regulaénych T-lymfocytov
a nasledné nedostatocné potlacenie aktivity potencidlne autoreaktivnych lymfocytov (16, 18).
Najnovsie objavenou moznost'ou vyvoja periférnej tolerancie je suicidiova emperopoléza. Pri
nej aktivované bunky imunitného systému vstupuji do lyzozémovych oddielov inych buniek,
kde sa nasledne degraduju (uvedené procesy boli opisané pri aktivovanych cytotoxickych T-
lymfocytov v peceni, ktoré po vstupe do hepatocytu hynuli; tento mechanizmus moze scasti
vysvetlit’ aj tolerogénne vlastnosti pe¢ene) (19, 20).

Podobne, ako pri T-lymfocytoch, sa vyvija tolerancia na vlastné antigény aj pri B-
lymfocytoch v kostnej dreni; malé mnozstvo potencidlne autoreaktivnych B-lymfocytov
unikne negativnej selekcii a dostava sa do periférie. Pokial’ vSak neziskaji potrebni pomoc
od T-lymfocytov, k ich aktivacii nedochddza. AvSak pri infekcidch urcitymi
mikroorganizmami, ako su infekcie EBV a CMV, ddjde kich aktivacii, pretoze tieto st
polyklonovymi aktivatormi B-lymfocytov (21).

Z patogenézy autoimunitnych choréb dalej vyplyva, Ze na ich rozvoji sa mozu

spolupodielat’ aj gény regulujice procesy apoptodzy. Ich produkty (napr. Fas = CD95 na

terCovej, apoptoze predurcenej bunke a FasL — Fasligand; CD95L na indukujucej bunke
— zvaCSa na aktivovanom T-lymfocyte alebo NK-bunke; inhibi¢ne posobiaci FLIP-protein
— Flice-inhibitory protein) totiZ zodpovedaju za regulaciu vzniku antigénového repertoaru T-
lymfocytov v tymuse a B-lymfocytov v kostnej dreni. Apoptotickymi procesmi sa
organizmus zbavuje aj tych lymfocytov, ktoré si uz svoju ulohu v imunitnej odpovedi
splnili a ich dalSie posobenie nie je potrebné, dokonca ohrozuju organizmus moznym

poskodenim vlastnych tkaniv (22, 23).

1.3. ETIOPATOGENEZA AUTOIMUNITNYCH CHOROB

Autoimunitné choroby su vysledkom komplexnych patologickych procesov zahfiiajucich
geneticku predispoziciu, vplyv environmentalnych faktorov, hormondlne vplyvy, komplex
imunitnych reakcii. Kombinaciou viacerych vysSie uvedenych vonkajSich a vnutornych
faktorov moze teda za urcitych okolnosti vzniknut’ autoimunitné choroba. To vSak obvykle
nevznikd naraz, ale ide o postupny proces, v ktorom sa nad’alej uplatiiuju roézne regulacné

mechanizmy, ktoré sa snazia zvratit’ narusenti rovnovahu do normalu.



1.3.1. Geneticka predispozicia k vyvoju autoimunitnych chorob

Geneticky podklad autoimunitnych chordb je jednoznaéne dokumentovany ich
familiarnym vyskytom. Geneticka predispozicia je zjavna u vSetkych autoimunitnych chorob,
aj ked’ podl'a vysledkov dostupnych $tadii su choroby so silnejSou (diabetes mellitus 1. typu),
aj s relativne slabSou (reumatoidna artritida, sklerodermia) genetickou asociaciou (24).

Genetické pozadie chor6b ma polygénovy charakter, najsilnejSie st vSak autoimunitné

choroby asociované s molekulami hlavného histokompatibilného systému. AvSak na
fenotypovy prejav si nevyhnutné aj environmentalne faktory, ich spolo¢ny vyskyt teda nie je
100 % ani ujednovajenych dvojciat — u réznych autoimunitnych chordb sa pohybuje

v rozmedzi 12 — 70 % (tab. 1) (25).

Tab. 1 Vyskyt autoimunitnych chorob u monozygotnych dvojciat (upravené podla 25)

Autoimunitné choroba Vyskyt u monozygot(t;;’:)l)lo dvojcat’a pacienta
Reumatoidna artritida 12-15
Systémovy lupus erythematosus 25-57
Gravesova-Basedowova choroba 20-35
Hashimotova tyreoiditida 3855
Autoimunitny diabetes mellitus 13-67,7

Hlavny histokompatibilny komplex

PodrobnejSou analyzou vztahu medzi genetickou predispoziciou a rozvojom autoimunity
bola dokdzand vyrazna asociidcia medzi pravdepodobnostou vzniku choroby a hlavnym
histokompatibilnym komplexom (Major Histocompatibility Complex, MHC) (tab. 2) (6, 17).
Objaveny bol na leukocytoch, preto sa u ¢loveka dodnes oznacuje aj ako Human Leucocyte

Antigens (HLA).

Obr. 1 Génova mapa hlavného histokompatibilného komplexu ¢loveka (177)
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Predstavuje skupinu génov na 6. chromozéme v oblasti 6p21.31 (obr. 1). Molekuly, ktoré
tieto gény koduji, zodpovedaji predovSetkym za prezentaciu peptidu pochadzajuceho
z cudzorodého alebo telu vlastného antigénu proteinovej povahy (26).

K zakladnym charakteristikim HLA-syst¢ému patri jeho komplexnost’ a polymorf-

nost’. Komplexnost’ urcuje existencia viacerych lokusov a polymorfnost’ podmienuje alelovy

charakter jednotlivych génov (2, 11, 27).

Tab. 2 Asocidcia niektorych HLA-molektl s autoimunitnymi chorobami (upravené podl'a 10)

Choroba HLA-molekula Relativne riziko*
Bechterevova choroba B27 87,4
Uveitida B27 10,4
Psoriasis vulgaris Cwb 13,3
Goodpasturov syndréom DR2 15,9
Sclerosis multiplex DR2 4,18
Sj6grenov syndrom DR3 9,7
Graves-Basedowova choroba DR3 3.8
Systémovy lupus erythematosus DR3 5.8
Mpyastenia gravis DR3 2,5
Dermatomyozitida DR3 3,9
Pemphigus vulgaris DR4 14,4
Reumatoidna artritida DR4 4,0
DR3 10,8
o DR7 4,8
Celiakia DR7/DR3 60,0
DQ2 38,5

Pozn.: * Relativne riziko — RR — udéva, kol'’kokrat astejSie sa dana choroba vyskytuje u jedincov
s identickou HLA- alelou ako u jedincov, ktori tito alelu nenesu

HLA-molekuly a gény, ktoré ich ur€ujq, sa delia do 3 skupin (2, 11, 28):
* HLA-gény a molekuly prvej triedy (HLA-I)

Funk¢éné gény tejto oblasti delime na tzv. klasické a neklasické. Klasické (Ia) gény boli

objavené najskor a patria sem HLA-A, -B, -C. Medzi neklasické (Ib) gény zarad’ujeme

HLA-E, -F, -G. Opisovana genetickd oblast’ je ohrani¢ena centromerickym génom MICB

(MHC class I-chain related B) a telomerickym pseudogénom HLA-F. K HLA génom prvej
triedy zarad'ujeme aj gény oznacované ako Ic — HFE gén (kddujuci protein, ktory sa viaze na
receptor pre transferin a ovplyviluje fyziologicki absorbciu zeleza) a gény kodujice
molekuly MICA (MHC class I-chain related A), MICB — ich produkty st ligandmi pre
aktivacné receptory NK-buniek. Triedu Id predstavuji gény pre proteiny CDI1, a-2
glykoprotein viazuci zinok, neonatdlny Fc-receptor, ktory viaze IgG protilatky, albumin

a MR1 (MHC- related class I-like molecule).
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Klasické HLA-I molekuly prezentuju peptidy cytotoxickym T-lymfocytom (CD8"). HLA-

A, -B, -C sa nachadzaju na kazdej jadrovej bunke organizmu — po ich syntéze st zabudované
do membrany bunky. Najviac ich je v lymfatickom tkanive, slezine a tymuse, menej vo

vnutornych organoch a svaloch.

Terciarna Struktira HLA-molekul prvej triedy je kombinaciou alfa a beta Struktiry (obr.2).
a3-doména a B2-mikroglobulin (B-retazec) maju formu skladaného listu (B-Struktira), kym
domény al a 02 vo vzdjomnej interakcii vytvaraju akysi zliabok, ktorého spodnt Cast’ tvori 8
vlaken (po 4 z kazdej domény) vo forme skladaného listu, ktoré prechadzaji do Spiralovitej
formy (a-Struktira) a vytvaraji bocné steny zliabku. Toto priestorové usporiadanie
umoziiuje HLA-molekulam prijat’ a viazat’ cudzorodé antigény, resp. len Cast’ z nich — tzv.
imunogénny fragment s rozsahom 8 — 9 aminokyselinovych jednotiek, potom ho prezentovat

T-lymfocytom a tak zacat’ procesy Specifickej imunitnej odpovede (2, 29).

Obr. 2 HLA-molekula prvej triedy (upravené podla 11, 29)
HLA-molekuly prvej triedy s heterodiméry tvorené tazkym (o) a lahkym (B) retazcom. Tazky retazec sa
skladd ztroch domén: al, 02 a o3, lahky retazec tvori len jedna doména, ktora sa zhoduje s p2-
mikroglobulinom. Vramci molekuly rozoznavame 3 cCasti: extramembranovi, transmembranovu
a cytoplazmovu. Karboxylovy koniec molekuly je situovany v cytoplazmovej Casti bunky a aminoskupinovy
koniec naopak v extracelularnej Casti.

* HLA-gény a molekuly druhej triedy (HLA-II)

Tato oblast’ sa oznacuje aj ako HLA-D s podoblastami -DR, -DQ a -DP a predstavuje

priestor zaberajuci 1 000 kb, s hustotou 1 gén na 25 kb, ¢o je o nieCo nizSia pocetnost’
génov ako v HLA oblasti prvej triedy.

Podobne, ako HLA-molekuly prvej triedy, patria HLA-molekuly druhej triedy tiez
k transmembranovym glykoproteinom a skladajii sa rovnako z dvoch retazcov (obr. 3)
— tazkého (o) a l'ahkého (B). Extracelularne Casti oboch retazcov sa skladaju z dvoch domén
(al, 02 a B1, B2). Proximalne domény obsahuji hypervariabilné useky zodpovedné za vizbu

peptidu (imunogénneho fragmentu). Oba retazce sa spdjajii s d’al$im retazcom — vy, ktory sa
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nazyva aj invariabilny a je determinovany génom mimo HLA genetickej oblasti (na 5.

chromozdéme). Orientacia retazcov v bunke je zhodna s molekulami prvej triedy (2, 29).

Obr. 3 HLA-molekula druhe;j triedy (upravené podla 11, 29)
HLA-molekuly druhej triedy sa skladaju z jedného tazkého () a jedného l'ahkého (B) retazca. Extracelularna

Cast’ obidvoch retazcov sa sklada z dvoch domén — al, a2 a B1, B2.

S
e

Ulohou HLA-molekiil druhej triedy je predkladat peptidy pomocnym T-lymfocytom
(CD4"). Nachadzaju sa predovSetkym na bunkich prezentujucich antigén (Antigen
Presenting Cells, APC) — ako napr. monocyty, makrofagy, dendritové bunky. Na pokojnych
T-lymfocytoch ich vSak nendjdeme, objavuju sa az po ich aktivacii antigénom. Ich expresiu
na jednej strane indukuju IFN-y, TNF, IL-4, na druhej strane potlacaju kortikoidy,
prostaglandiny, IFN-a a -3.

Terciarna Struktura HLA-molekul druhej triedy sa podobé Struktire HLA-molekul prvej

triedy (obr. 4). Domény a2 a B2 maji Strukturu skladaného listu, kym domény al a 1
helikalnu.Vo vzajomnej interakcii vytvaraju tiez zliabok schopny do seba prijat’ imunogénny
fragment a prezentovat ho T-lymfocytom. Tento je vSak o nieCo vacsi, skladd sa z 15 —

25 aminokyselinovych jednotiek (2, 29).

* HLA-gény a molekuly tretej triedy (HLA-III)

Tato Cast’ v strede HLA genetickej oblasti predstavuje najhustejSie obsadeny tusek v
I'udskom genome (1 gén na 14,3 kb). Gény tejto oblasti sa Struktirne ani funkéne nepodobaju
HLA-molekuldm; niektoré z nich sa podielaju na regulacii imunitnej odpovede, funkciu
dalSich vsSak eSte v suCasnosti nepozndme. Tieto gény koduji  niektoré  zlozky
komplementovej drahy (C2, C4, faktor B), proteiny teplotného Soku 70 (Heat Shock
Protein, HSP70), faktor nekrotizujiici nadory (Tumor Necrosis Factor, TNF), lymfotoxiny
ainé (2, 27,28).
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Obr. 4 Schéma terciarnej struktury HLA-molekul druhej triedy (11)
HLA-molekuly druhej triedy sa skladaju z jedného tazkého o-retazca (tvoreného doménami al a a2) a jedného
lahkého B-retazca (tvoreného doménami B1 a B2). 02- a f2-domény maju Struktaru skladaného listu, kym ol-
a fl-domény helikéalnu. al- a Bl-domény vytvaraju zliabok, ktorého spodnu stenu tvori 8 vlaken (po 4 z kazde;j
domény) vo forme skladaného listu prechadzajucich do Spirdlovej formy a tvoriacich bo¢né steny zliabku.

T-lymfocyty nedokdzu rozpoznat’ nativny antigén, ale len antigén (resp. peptid, ktory
zneho pochadza) naviazany na vlastné molekuly hlavného histokompatibilného
komplexu. Proces, pri ktorom sa z povodného proteinového antigénu vytvara peptid, viaze sa
na HLA-molekuly a zabudovava do membrany bunky, kde sa zviditelfiuje T-lymfocytom, sa

oznacuje ako prezentacia antigénu (26, 30).

Exogénna draha prezentacie zacina pohltenim antigénu pochadzajiceho z extracelularneho
prostredia bunkami Specializovanymi na tito ¢innost’ — bunkami prezentujucimi antigén.
Tieto bunky predstavuju najméd dendritové bunky, monocyty, makrofagy a B-lymfocyty.

Pohlteny antigén ,,upravia®“ a upraveny ho prezentuju na povrchu v spojeni s HLA-
molekulami druhej triedy. Zabudovanim imunogénneho fragmentu antigénu do membrany
bunky dochadza k jeho expozicii, Cize vlastnej prezentacii. HLA-molekuly druhej triedy
drzia peptid v stabilnej polohe, Co sa tyka jeho orientacie ako aj konformdcie a umoziuji
jeho rozpoznanie pomocnymi T-lymfocytmi (CD4", Ty, T helper) (18, 26).

Pri endogénnej drédhe prezentdcie antigénu su rozpoznavané proteinové antigény, ktoré sa
objavuju vo vnutri bunky. Z neho pochadzajuce imunogénne fragmenty sa nadviazu do
zliabku HLA-molekul prvej triedy (26). Po védzbe sa komplex vezikulovym transportom
presiva do membrany bunky a prezentuje sa takto cytotoxickym T-lymfocytom (CDS8", T,
T coytotoxic). Nasledne T-lymfocyty svojim receptorom (7-cell receptor, TCR)
rozpoznavaju prezentované peptidy; navyse vSak rozpoznavaju aj vlastné, prezentatné HLA-
molekuly prvej triedy. Tento jav sa oznacuje ako fenomén imunitnej restrikcie. Po ziskani
kostimulaénych signalov T-lymfocyt zacne proliferovat’ a ndsledne plnit' svoje efektorové
funkcie (2, 28).

Dedi¢nost HLA-génov sa riadi mendelovskym typom dedi¢nosti. Celd geneticka
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oblast’ — oznacovana ako haplotyp — sa dedi z rodi¢a na potomka vcelku. Sturodenci teda
moézu byt HLA identicki, haploidenticki alebo sa moézu odliSovat’ obomi haplotypmi
(pochopitel'ne, rodi€ je voc¢i svojmu dietat'u vzdy haploidenticky).

Pravdepodobne aj vdaka selekénym tlakom, ale aj istému stupfiu homogenizicie
(zapriCinenej zivotom v izolacii vdaka geografickym bariéram v minulosti) dochadza

k vzniku tzv. vézbove] nerovnovadhy (linkage disequilibrium), teda k rozdielom medzi

ocakdvanou a pozorovanou frekvenciou sledovanej alely v populacii. Urc¢itd kombindcia
aliel dvoch susednych lokusov sa totiz (najmi ak st alely od seba vzdialené menej ako
1 cM) prenaSa z generdcie na generaciu. Ak populédcia ostdva izolovana, nerovnovaha sa
prehlbuje. Naopak, ak dochadza k ndhodnému krizeniu, niektoré nerovnovahy zoslabnu
a druhé vznikaju de novo (a to pre rozdielnu frekvenciu génov) (2, 11, 31).

Hlavny histokompatibilny komplex patri ku genetickym systémom, pri ktorych sa da

dokézat’ pdsobenie tzv. prirodzenej selekcie. Prikladom je existencia vézbovej nerovnovahy

medzi alelami determinujicimi molekuly HLA-A1, -B8, -DR3, -DQ2. Tento haplotyp,
oznaCovany aj ako ,autoimunitny®, vlastni vdaka zvySenému selekénému tlaku
v eurdpskom podnebi (vyrazne odliSnom napr. od toho afrického niz§im rizikom infekcie pri
nizSich teplotach) viac ako 10 milidnov obyvatelov Eurdpy. Spdja sa s vnimavostou na
viaceré autoimunitné choroby, ako je systémovy [lupus erythematosus, sklerodermia,
celiakia, myastenia gravis, ale aj autoimunitny diabetes mellitus. Selekcia je vo vSeobecnosti
namierend proti homozygotnosti v prospech heterozygdtnosti, ktord je pre jedinca, resp.

zivo¢isny druh vyhodnejsia (2, 32, 33).

1.3.2. Environmentalne faktory v patogenéze autoimunitnych choréob

Samotné predispozi€né gény vnimavosti k autoimunitnym chorobam nie st vSak eSte
»zarukou® vzniku choroby a na rozvinutie autoimunitnych reakcii a klinickych prejavov su

nevyhnutné aj environmentdlne faktory. V tejto suvislosti sa uzndva existencia tzv.

spustacieho stimulu. Tento bud’ naStartuje autoimunitné deje v organizme alebo sposobi, ze

povodne obranné imunitné reakcie sa zmenia na patologické, autoimunitné (15, 34).
Nasledkom pdsobenia chemickych latok (najcastejsie lie€ivami a xenobiotikami) dochédza

k modifikacii vlastnych antigénov, ktoré imunitny systém ndsledne vnima ako cudzie. Takyto

potencial maji napr. a-metyldopa, D-penicilamin, nitrofurantoin, prokainamid, hydralazin,
ortut’, bleomycin, 5-hydroxytryptofan, heparin (35).

Medzi pri€iny vzniku autoimunitnych chor6b patria aj viaceré d’alSie procesy. Vplyvom
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infekcie alebo traumy moze dojst k vzdjomnému kontaktu medzi imunitnym systémom

a sekvestrovanym autoantigénom, teda takym antigénom, na ktory sa nemohla vyvinut
tolerancia, pretoze bud’ vo fetilnom zivote eSte neexistoval (napr. spermie) alebo ho od
imunitného systému izoluju fyziologické bariéry (napr. SoSovka, rohovka, zasadity protein
myelinu, kolagén chrupky). Ak dojde k ich kontaktu s imunitnym systémom, jedinec sa
senzibilizuje a zaCnl sa rozvijat’ autoimunitné procesy (napr. autoimunitnd orchitida po
prekonanej parotitide alebo vazektomii; sympaticka oftalmia po uraze alebo infekcii oka).
Imunitnd reakcia proti primdrnemu autoantigénu vSak nielen spdsobuje, resp. prehlbuje
lokalny zépal, ale nasledne sposobi aj odhalenie d’alsich, doposial’ kryptickych autoantigénov,
ktor¢ mézu opit vyvolavat d’alSie autoimunitné reakcie — ide o tzv. Sirenie determinant
(determinant spreading) (2, 5, 35).

Na zéklade podobnosti medzi mikrobidlnym antigénom a autoantigénom mdze ddjst’ ku

krizovej reakcii. Imunitnd odpoved” indukovana krizovo-reagujucim antigénom

mikroorganizmu sa namieri proti vlastnym molekulam organizmu (napr. reumaticka horucka,
hemolytickd anémia pri infekcii Mycoplasma pneumoniae).

KriZzova reaktivita zahrniuje v sebe aj fenomén molekulového mimikri, ktory sa povazuje

za principialny faktor indukcie znacnej Casti (ak nie vacSiny) autoimunitnych chordb a ktory
znamena zhodu determinantov vlastnych antigénov s epitopmi antigénov mikroorganizmov
(napr. zhodnd sekvencia 18 aminokyselin v lI'udskom enzyme glutamatdekarboxylaza
a proteinu P2C Coxsackie virusu; pozri aj kap. 2.3.3) (35, 36).

Existuje aj skupina antigénov proteinového charakteru — tzv. superantigény (napr.
stafylokokové enterotoxiny, M-protein streptokokov), ktoré¢ stimuluju T-lymfocyty
neSpecificky. Dochadza pritom k uvolneniu velkého mnozZstva cytokinov (IL-2, IFN-y,
TNF), ktoré dalej aktivujii pocetné imunokompetentné bunky. Pri takejto neSpecifickej
stimulacii sa moézu nasledne aktivovat' aj tzv. ,zakdzané“, potencidlne autoreaktivne
klony T-lymfocytov.

Infekcie st vo vSeobecnosti povazované za kl'iCové v patogenéze autoimunitnych chorob.
Podla sucasného stavu poznatkov sa vSak spradvaji ambivalente. Na jednej strane je
prekonanie urcitych (najmd virusovych) infekcii (predovSetkym v ranom detstve)
prospesné a ,,edukuje” imunitny systém, na druhej strane dokazu infekcie (minimalne
u Casti pacientov) indukovat’, resp. akcelerovat autoimunitné procesy. Moment, ktory
rozhodne o tom, ¢i bude infekcia prospesnd alebo nie, je stile nejasny. Diskutuje sa
samozrejme aj o vplyve genetickej predispozicie, druhu mikroorganizmu, veku jedinca, ako aj

stave organizmu v ¢ase infekcie (37, 38).
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Skutocnost, Ze v civilizovanych krajinach v sucasnosti pozorujeme vyrazny narast
incidencie choréb s autoimunitnou patogenézou, pricom vyskyt virusovych infekcii tu vo
vSeobecnosti kles4d, vSak naznacuje, Zze problém vplyvu virusovej infekcie na rozvoj

autoimunitnych choréb bude omnoho komplexnejsi. V tejto suvislosti sa v sucasnosti Casto

diskutuje aj o teorii priliSnej Cistoty prostredia (tzv. hygienickd teoéria). Snaha o co
najucinnejSie vyhybanie sa expozicii mikrobidlnym agensom totiZz naruSa fyziologicky
vyvoj imunitného systému u deti. Ako prvd sa tato stvislost' opisala pri alergickych
chorobéch, platnost’ vSak zrejme nestrdca ani pri autoimunitnych chorobdch. V ostatnych
rokoch doslo totiz, vdaka zvySeniu hygienického Standardu, rozsiahlemu a castému
pouzivaniu antibiotik a vakcinaénym programom k poklesu infekénych chordb, zatial' ¢o
vyskyt autoimunitnych chordb v populacii prudko rastie (39, 40).

Vplyv hormonalnych faktorov sa zacal Studovat’ na zaklade skuto¢nosti, ze autoimunitné

choroby st vicsinou vysadou zien (pri chorobach ako systémovy lupus erythematosus,
autoimunitné tyreoiditidy alebo systémova sklerdza predstavuju az 85 % postihnutych) (pozri
kap. 1.1). Najpravdepodobnejsim vysvetlenim tychto rozdielov je vplyv pohlavnych
horménov na imunitné procesy — estrogény maju vo vSeobecnosti stimula¢ny uc¢inok na
imunitni odpoved’ (naopak progesterén a androgény imunitnit odpoved’ oslabuji). Estrogény
zvySuju syntézu IL-1 atym podporuju zapalové procesy, zvysuju expresiu adhezivnych
molekul v membranach endotelovych buniek, a ulahcuju tak prechod zépalovych buniek
z krvi do tkaniva. Ovplyviiujl aj procesy maturacie, aktivacie a preZivania buniek imunitného
systému, prezentdciu antigénu a produkciu protilatok (u zien zachytdvame aj vys$sie hladiny
CD4" subpopulacie T-lymfocytov a IgM) (4, 12).

Jednym z mechanizmov, ktory tiez prispieva k preferencnému vyvinu autoimunitnych
procesov u zien, je aj vysSia hladina leptinu, ktory stimuluje Tyl-imunitni odpoved’. Jeho
zvySenou produkciou adipocytmi sa vysvetluje aj zvySeny vyskyt autoimunity u obéznych
(2).

Dalsim doleZitym momentom v patogenéze autoimunitnych chordb, ktory je pravdepo-
dobne jednym z vysvetleni tzv. severo-juzného gradientu vo vyskyte autoimunitnych chorob,

je hypovitaminbéza D. Celosvetovo je relativne castym nalezom a bola uZz opisand jej

asociacia s viacerymi autoimunitnymi chorobami (reumatoidnou artritidou, sklerodermiou,
psoridzou, sclerosis multiplex, autoimunitnym diabetes mellitus) (41). Ukazuje sa, ze tento
vitamin md, okrem vplyvu na kostny metabolizmus a hladiny kalcia, aj antiproliferacny
a imunomodula¢ny Uc¢inok. Receptor pre vitamin D sa nachddza na viacerych bunkach imu-

nitného systému, napr. na aktivovanych T-lymfocytoch, antigén prezentujucich bunkach (42).
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Na rozvoji autoimunitnych procesov sa moéze podielat’ aj lymfopénia — u I'udi sa pozoruje
napr. pri autoimunitnom diabetes mellitus, reumatoidnej artritide, systémovom [upus
erythematosus a Sjogrenovom syndrome. Aj menej zdvazna, avSak chronicka, resp. opakovana
nizka hladina lymfocytov totiz automaticky spusti proces tzv. akutnej homeostatickej
proliferacie s cielom dosiahnut' povodny stav. Pocas tejto expanzie vznikaji vsSak aj T-
lymfocyty s vysSou afinitou pre vlastné antigény (2, 11).

V stcasnosti pribudaji dokazy o moZnom vplyve environmentdlnych faktorov na

expresiu génov a tym aj na fenotypové prejavy prostrednictvom tzv. epigenetickych

mechanizmov — teda nie priamo zmenou sekvencie DNA. Ide teda o vynimku zo vSeobecne
platného pravidla, ze dedi¢né fenotypové zmeny su spdsobené iba zmenami na urovni DNA.
Tieto epigenetické zmeny sa vSak dedia z bunky na bunku a z generacie na generaciu.
Prispievaji tiez k vysvetleniu skutocnosti, preco vyskyt autoimunitnych choréb medzi
monozygotnymi dvojcatami nikdy nedosahuje 100 % (tab. 1) (25, 43).

Doteraz najlepSie charakterizovanymi epigenetickymi mechanizmami, ktoré bud’
»Zapinaju alebo ,,vypinaju“ expresiu génov, st metylacia a acetylacia DNA a modifikacia
histonovych proteinov DNA. Environmentalne faktory mézu ovplviiovat’ prislusné enzymy
a tak modifikovat’ rozne, aj imunitné, procesy (25, 44). Zmeny v metylacii DNA uz boli
opisané u systémového lupus erythematosus, reumatoidnej artritidy systémovej sklerozy,

ulceroznej kolitidy, diabetes mellitus 1. typu aj psoriazy (43).

1.3.3. Imunitné reakcia v patogenéze autoimunitnych choréob

Kladovym momentom Vv patogenéze autoimunitnych choréb je  prelomenie
tolerancie, ktorého priCina nie je stidle eSte uplne jasna. K poruche mdéze dojst na
ktoromkol'vek stupni v procese spracovania a prezentacie antigénu, kooperdcie medzi
bunkami imunitného systému alebo v efektorovej faze imunitnych reakcii.

Autoimunitnd reakcia moze byt tak humordlneho, ako aj bunkového typu. V pripade
humoralnych reakcii dochaddza k tvorbe autoprotilatok, viacSinou triedy IgG, ktoré sa na
poskodeni tkaniva podiel'aju aktivaciou komplementu (napr. pri Goodpasturovom syndrome)
alebo tvorbou a ukladanim imunokomplexov do tkaniv (napr. pri systémovom [upus
erythematosus, polyarteritis nodosa). Bunkami sprostredkovana autoimunitna reakcia je zase
charakterizovand posSkodzujucim zapalom tkaniva sprostredkovanym predovsetkym
cytotoxickymi a pomocnymi T-lymfocytmi, ich cytokinovymi produktmi a aktivovanymi

makrofagmi — napr. pri diabetes mellitus 1. typu, primarnej bilidrnej cirhdze apod. Pri
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Gravesovej-Basedowovej chorobe a myastenia gravis sa uplatiuje V. typ imunopatologickych
reakcii sposobeny autoprotilatkami, ktoré¢ tkanivo priamo neposkodzuju, ale maji na jeho
¢innost’ stimulacny, resp. inhibicny vplyv (5, 10).

Odhaduje sa, ze v organizme cloveka je priblizne 10 000 molekul, ktoré méze imunitny
systém potencidlne rozpoznavat' ako autoantigény. Napriek tomu sa vSak doteraz podarilo
potvrdit’ len necelych 100, ktoré su naozaj tercom autoprotilatok alebo autoreaktivnych T-

lymfocytov (11).

T-lymfocytova odpoved’

Zékladom T-lymfocytove] odpovede je rozpoznanie antigénu antigénovo-Specifickymi
Tul-lymfocytmi. Monocyty sa v zdpalovom lozZisku diferencuju na makrofagy. Interferon vy
(IFN-y) — principialny cytokin, ktory syntetizujti Tj;1-lymfocyty, aktivuje makrofagy, ¢o sa
prejavi ich zvySenou mikrobicidnou aktivitou sposobujucou lyzu baktérii, ktoré pohltili.
Aktivované makrofagy ziskaji aj zvySent tumoricidnu aktivitu. IFN-y, spolu s IL-2 (d’alSim
Tyl cytokinom), velmi ucinne aktivuju aj cytotoxické T-lymfocyty a NK-bunky, ¢im sa
vyber cytotoxickych mechanizmov rozsiruje.

Aktivované makrofagy poSkodzuju ter¢ové bunky jednak svojim priamym cytotoxickym
posobenim (produkciou a uvolfiovanim intermediarnych produktov kyslika a dusika)
ajednak nepriamo produkciou cytokinov (najmd TNF), ktoré¢ v ter€ovych bunkach
indukuju apoptézu. Pri prvotnom poskodeni vlastnych tkaniv ddjde k uvolneniu dalSich
autoantigénov, ktoré boli dovtedy skryté a T-lymfocyty ich nerozpoznavali, ¢o dalej
akceleruje naStartované reakcie (tzv. epitope spreading). Na rozvoji autoimunitného procesu
sa sucasne podiela aj porucha regulaénych mechanizmov, nerovnovédha v cytokinovej
sieti, ktord sa meni v prospech proinflama¢nych (IL-1, IL-2, TNF, IFN-y) na tkor
antiinflamacnych faktorov (IL-4, IL-10) (11). T-lymfocyty vSak sucasne produkuju MIF
(faktor inhibujtici makrofagy), ktory brani makrofadgom vycestovat’ mimo zapalového loziska.
Ak vo svojej aktivite pokracuju, produkuja IL-12 a IL-18, ktoré¢ stimuluju Ty1-lymfocyty, aby
produkovali IFN-y a ten nasledne spitne stimuluje makrofagy; vyvija sa chronicka infekcia
(2,5).

Ty1-lymfocyty poskytuji tieZ pomoc B-lymfocytom pri produkcii protilatok — vznikaju
najmi protilatky podtried IgG1 a IgG3, ktoré aktivuju komplement, a tak sa z(cCastiiuju na
cytotoxickych reakciach ().

V ramci T-lymfocytovej odpovede je vSak pre rozvoj choroby nevyhnutné aj chybanie
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alebo ,,necinnost™ prirodzenych regula¢nych T-lymfocytov, ktoré za fyziologickych okolnosti

brania rozvoju autoimunitnych procesov (18, 45).

B-lymfocytova odpoved’

Aj v sére zdravych jedincov nachddzame tzv. fyziologické autoprotilatky. Na rozdiel od
patologickych st pritomné v nizkych koncentraciach, voci antigénom st nizkoafinitné,
polyreaktivne a najcastejSie maju izotyp IgM (ale aj IgG aIgA) (5). Ich vyskyt sa zvySuje
s vekom. Samotny laboratorny néalez autoprotilatok teda eSte automaticky neznamena, ze sa
jedna o autoimunitnti chorobu.

Patologické autoprotilatky (najcastejSie IgG a IgA) st spravidla pritomné vo vysSich

titroch — zvySenie koncentracie moze odrazat’ aktivitu choroby, aj ked’ v mnohych pripadoch
nemusi néalez autoprotilatok a aktivita choroby jednoznacne korelovat’. V priebehu choroby

(aj vplyvom liecby) dochadza k znizeniu az spontannemu vymiznutiu autoprotilatok (5, 10).

1.4. LIECBA AUTOIMUNITNYCH CHOROB
Imunomodulaénti liecbu s cielom potladit prebiehajice imunopatologické procesy

u autoimunitnych choréb predstavuje imunosupresivna liecba, ktorda potlaca abnormdalnu

aktivitu imunitného systému. Pravdepodobne najmd pomerne c¢asté a nezanedbatelné
neziaduce uUCinky imunosupresiv su pri¢inou faktu, ze mnohé autoimunitné choroby su

v stCasnosti eSte stale lieCené skor substitucnou terapiou exogénnymi preparatmi (napr. liecba

inzulinom u diabetikov 1. typu, poddvanie vitaminu B, pri pernicidznej anémii, substitiicia
horménov Stitnej zlazy pri autoimunitnej tyreoiditide) ako kauzéalnou imunosupresivnou
lieCbou. Situacia sa vSak meni, ked’Ze tejto lickovej skupine a eliminacii neziaducich u¢inkov
sa v sucasnosti venuje vel'k4 pozornost’.

Za podobny milnik v kauzélnej lie€be autoimunitnych chordb, akym bolo v minulom
storo¢i pouzitie kortikoidov, je v klinickej praxi v sGCasnosti povazované zavedenie
biologickej liecby simunomodulacnym uc¢inkom. Tato liecba totiz cielene zasahuje do
imunopatologickych procesov, priamo ovplyviiuje vlastnl progresiu choroby a nielen klinické
symptomy ako tomu bolo pri velkej védc¢Sine doteraz pouzivanych lieiv; tato skupina je
oznacovana aj ako BRM — biological response modifiers.

Ako biologicky liek mézeme oznacit’ preparat pripraveny biotechnologickymi postupmi,
teda produkciou v biologickom vektore (46). Od ,klasickych® liekov (pripravenych
najcastejSie organickou syntézou) sa okrem technicky omnoho néro¢nejSiecho spdsobu

pripravy lisia velkostou a stabilitou molekuly (molekuly biologickych lieCiv su vacsie
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a nachylnejSie k degradacii) a d’alej aj selektivitou, ktord klasickym liekom casto chyba
a cielenym, regulaénym zasahom do biologickych (etiopatogenetickych) procesov (47).

V lie€be autoimunitnych chordb maju samozrejme najddlezitejSie postavenie biologické
lieky s imunomodula¢nym t¢inkom — monoklonové protilatky a fizne proteiny. Ich zdkladné
mechanizmy ucinku su najmé neutralizacia ciel'ového cytokinu, resp. jeho receptora, blokada
kostimulacnych molekul, navodenie apoptdzy alebo znizenie proliferacie cielovej bunky.
Maju vyrazny protizdpalovy ucinok arovnako dokdzu spomalit’ progresiu Strukturdlneho
a funk¢ného postihnutia (48).

Prvé monoklonové protildtky (mAb) boli vyvinuté uz v sedemdesiatych rokoch minulého

storocia a dodnes sa v tejto lickovej skupine pouziva pomerne zlozité nazvoslovie s priponou

—mab (monoclonal antibody) (tab. 3).

Tab. 3 Nazvoslovie monoklonovych protilatok (upravené podla 11, 49)

Indikacia na podanie monoklonovej autoprotilatky Oznacenie pdvodu Koncovka
—bac — bakterialne choroby o (—omab) mysSie
—lim— autoimunitné choroby i (—imab) Z primatov
—les— zéapalové 1ézie u (—umab) huméanne
—cit— choroby cirkula¢ného systému xi (—ximab) chimérové —mab
—tu— onkologické choroby a (—amab) potkanie
—ki(n)— interleukin e (—emab) 7o Skreckov

Mechanizmus ucinku mAb na bunkovej Urovni moézeme rozdelit na ucinok priamy

a nepriamy:

- priame posobenie vedie k neutralizacii solubilného antigénu, resp. k interakcii
s povrchovym receptorom a naslednej zmene vnutrobunkovej signalnej drahy,

- nepriame pdsobenie predstavuje cytotoxicita zavisla od komplement fixacnej reakcie alebo
bunkami sprostredkované cytotoxicita; v prvom pripade sa po vézbe protilatky na cielovu
bunku klasickou cestou aktivuje komplement, nasledne dochadza k naruSeniu bunkovej
membrany a usmrteniu bunky; pri bunkami sprostredkovanej cytotoxicite su ciel'ové bunky
po opsonizécii fagocytované (opsonizaciu umoznuje expresia Fc receptorov niektorymi
populaciami leukocytov) (47, 48).

Fuzne proteiny, ktoré su najcastejsie na baze Fc-fragmentu IgG1 protilatky a receptora pre

niektory cytokin, maji koncovku —cept. Na rozdiel od mAb nie su schopné viazat
komplement a aktivovat’ lyzu buniek (48).

Dnes sa biologicka liecba vyuziva najmi v terapii reumatoidnej artritidy, nesSpecifickych
¢revnych zapalov, psoridzy, psoriatickej artritidy a sclerosis multiplex, d’alej k prevencii

akutnej rejekcie po transplantacii obli¢ky a v neposlednom rade v onkolégii (47, 49).
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2. AUTOIMUNITNY DIABETES MELLITUS

Jednou znajastejSich autoimunitnych chordb azaroven jednou z najCastejSich
chronickych chorob detského a mladého dospelého veku je autoimunitny diabetes mellitus
1. typu. Jeho incidencia je v ostatnych desatrociach vo svete a aj na Slovensku pomerne
vysokd a mad neustidle stupajuci trend — v stcasnosti choroba predstavuje nielen
zdravotnicky, ale aj vazny ekonomicky problém, nehovoriac o kvalite Zivota pacientov
odkazanych na exogénny privod inzulinu. Celosvetovo sa preto kladie ¢oraz vacsi doraz na
oblast’ prevencie a na skoré vyhladavanie potencidlnych diabetikov s cielom predist
vyvoju choroby alebo asponi eliminovat’ mozné komplikacie spojené s jej dlhotrvajicim

priebehom.

2.1. DEFINICIA A KLASIFIKACIA DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) je chronicka metabolicka porucha spdsobena chybajicou
alebo nedostato¢nou sekréciou inzulinu, alebo jeho nedostatocnym ucinkom na urovni
buniek (50). Vznikd teda komplexnd metabolickd porucha, ktora sa v obdobi plne
rozvinutého klinického obrazu prejavuje hyperglykémiou, glykozuriou, zvySenym
katabolizmom bielkovin a ketoacidézou (35, 51).

Najnovsia klasifikdcia Americkej diabetologickej spolo¢nosti (American Diabetes

Association, ADA) je zalozena najmé na etioldgii choroby a rozliSuje tieto hlavné skupiny:

- diabetes mellitus 1. typu (DM1) — vznikd primarne nasledkom destrukcie B-buniek

pankreasu a nedostatocnej sekrécie inzulinu. Podl'a pric¢iny ich destrukcie sa d’alej deli na
2 podtypy:

* DMIA - autoimunitny DM, ktory vznikd na podklade autoimunitnej deStrukcie
B-buniek pankreasu (predstavuje az 95 % pacientov),

* DMI1B - idiopaticky DM, pri ktorom pri¢inu desStrukcie buniek pankreasu nepoznadme
(5 %),

- diabetes mellitus 2. typu (DM2) — je podmieneny hlavne inzulinovou rezistenciou

v kombinécii s poruchou sekrécie inzulinu,

- Specifické typy diabetes mellitus — DM ako stéast inych choréb alebo syndromov

(stcast’ genetickych portch, choréb pankreasu, inych endokrinnych chorob, diabetes

indukovany uc¢inkom liekov, horménov alebo inych chemikalii),

- gesta¢ny diabetes — vznika v tehotenstve, najéastejSie v 24. az 28. tyzdni, jeho vznik
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suvisi s antiinzulinovym posobenim niektorych horménov produkovanych placentou (napr.

huménny placentarny laktogén, kortizol) (50).

2.2. EPIDEMIOLOGIA AUTOIMUNITNEHO DIABETES MELLITUS

Celosvetovo podla Medzinarodnej diabetologickej federdcie (International Diabetes
Federation, IDF) trpi diabetom viac ako 371 milionov I'udi. Podl'a odhadov tejto uznavane;j
organizécie bude pritom v roku 2030 pocet diabetikov uz presahovat’ 550 milionov (52, 53).
Podl’a sti¢asnych Statistickych udajov DM 1. typu tvori az 5 — 10 % vSetkych diabetikov (35,
53).

Celosvetovo sa pocet diabetikov 1. typu u deti vo veku 1 — 14 rokov v roku 2003
odhadoval na 430 000 pacientov, v roku 2011 to v8ak uz bolo az 490 100. Ukazuje sa, ze
pocet diabetikov 1. typu v populécii stiipa ro¢ne priemerne o 3,9 % (tab. 4) (52, 54-57) a ich
pocet vo vekovej skupine do 5 rokov by sa mohol takto do roku 2020 zdvojnésobit’ (55).
Diabetes mellitus sa teda v celosvetovom meradle stdva pandémiou. Narast incidencie sa
v$ak medzi populdciami mierne odliduje: od 3,2 % v Eurdpe, 4,0 % v Azii az po 53 %
v Severnej Amerike (56).

Diabetes mellitus 1. typu v SR postihuje 3,97 % obyvatelov (58), prevalencia
v populacii deti do 14 rokov sa odhaduje na 0,1 % a incidencia v tejto vekovej skupine podl'a
udajov IDF z roku 2011 na 13,6/100 000 deti (52). Podl'a tidajov Narodného centra
zdravotnickych informacii bolo v roku 2012 v sledovani diabetologickych ambulancii
priblizne 1900 diabetikov vo veku do 19 rokov, z ¢oho viac ako 370 pacientov bolo pritom
novodiagnostikovanych. Medzirocne pocet novodiagnostikovanych pacientov v tejto

vekovej skupine narastol o 50 pripadov (58).

Tab. 4 Porovnanie celosvetového vyskytu DM 1. typu u deti vo veku 0 — 14 rokov
v roku 2003 a 2011 (upravené podla 52)

DIABETES MELLITUS 1.TYPU 2003 2011
Celosvetova detska populécia 1,8 miliardy 1,9 miliardy
Pocet deti s DM 1. typu 430 000 490 100
Roc¢ny narast incidencie +3,0% +3,9%
Odhadované novodiagnostikované pripady ro¢ne 65 000 77 800

Geografickd variabilita: Jednou z charakteristik DM 1. typu je pomerne Siroka

geograficka variabilita vo vyskyte choroby (obr. 5). DM 1. typu je typicky najmé pre
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kaukazoidnu a ¢ernossku populéciu, v azijskych populaciach sa vyskytuje len zriedka (53).

najvyssia incidencia choroby je vo Finsku, Sardinii, Svédsku, Kanade a Velkej Britanii
(13, 57, 59). Existuyju odhady, ze u dietata vo Finsku je asi 400-krat véacsia
pravdepodobnost’, Ze ochorie na DM1 ako u dietata v Cine. Vo Finsku sa od roku 1953
populacia diabetikov strojndsobila, rocne tu pribuda priblizne 2,4 % novych pacientov (57,

60).

Obr. 5 Porovnanie incidencie DM1 u deti do 14 rokov (na 100 000 obyvatel'ov)
v krajinach Eurdpskej unie v roku 2011 (52)
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Podla vysledkov stidie Diabetes Mondale (DiaMond) je najvys$sia incidenia choroby
v populécii deti vo veku 10 — 14 rokov (56, 61). Zaujimavym faktom pritom je skutocnost’,
ze v uvedenej Studii sa u deti diagnostikoval takmer vyhradne diabetes mellitus 1. typu,
avSak v podobnej Stadii SEARCH (Search for Diabetes in Youth) realizovanej
v americkej populacii bol v tejto vekovej skupine zaznamenany aj vyskyt diabetes
mellitus 2. typu (v kaukazoidnej populédcii 6 % a u americkych Indidnov dokonca az
u 76 % respondentov) (62).

Podrla studie EURODIAB je v ramci Europy najvyssi narast incidencie v stredovychodne;j
Eurdpe (Slovensko, Mad’arsko, Rumunsko, Pol’'sko) — relativny narast sa odhaduje na 5,3
% (zatial' co v zapadnej Eurdpe iba na 3,9 %) a vo vekovej skupine 1 — 4 roky 6,3 % (tab.
5). V ramci Europy je podla tejto stidie najnizsi vyskyt v Macedonsku — 3,2/100 000/rok
(54, 63).
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Tab. 5 Rozdiely v néraste incidencie choroby v rozdielnych vekovych skupindch
(stadia EURODIAB) (54, 63).

Vek Roc¢ny narast incidencie
0 —4 roky 6,3 %
5 — 9 rokov 3,1%
10 — 14 rokov 2,4 %

Vekova zévislost: Choroba je vel'mi zriedkava pred 9. mesiacom Zzivota a vrcholi medzi

5. — 15. rokom, s pribadajucim vekom incidencia klesa (64). VSeobecne akceptovanym
nazorom je, Zze DM 1. typu je predovsetkym chorobou deti a mladych dospelych (vo veku
do 20 rokov veku je diagnostikovanych viac ako 85 % pacientov), avSak objavit’ sa mdze
v akomkol'vek obdobi zZivota (13). V st¢asnosti zachytavame najvyssi narast poctu pacientov
prave v najmladSich vekovych skupinach. U dospelych ma choroba spravidla menej akutny
zaCiatok a pomal$i priebeh inzulitidy, ale aj nizSiu frekvenciu genetickych rizikovych
faktorov (13, 57, 65).

V detstve st vznikom autoimunitného DM ohrozené obidve pohlavia priblizne rovnako,
neskor su v incidencii choroby viditelné dva vrcholy zodpovedajice puberte dievcat
a chlapcov, kedy je v organizme zvysena potreba inzulinu (u dievc¢at priemerne o 1 — 2 roky
skor) (17). U pacientov s diabetes mellitus 1. typu sa teda nestretivame s vyraznou
prevahou zien tak, ako je tomu pri inych autoimunitnych chorobach. Vo vSeobecnosti
plati, ze v populaciach s vysokym vyskytom DM 1. typu l'ahko prevazuju muzi, naopak
v populéaciach s nizkym vyskytom choroby prevazuju zeny (66). V kaukazoidnej populécii sa
v dospelosti pomer Zien a muzov odhaduje na 1 : 1,3 az 1 : 2,15, v eurdpskej populécii
diabetikov 1. typu vo veku 15 — 40 rokov bol pomer muzov a zien 3 : 2 (27, 57, 66).

Sezénna variabilita: Z literatury je tiez zndma tzv. sezoénna variabilita v incidencii DM

1. typu (13, 27). Najviac novych pripadov tohto druhu DM totiZ pozorujeme v obdobiach,
kedy je organizmus prirodzene nachylnejsi k virusovym infekcidm — skord jar, jeseii, zima
(67). Pri infekcii, rovnako ako pri strese alebo traume, su totiz v organizme vo zvysenej
miere vyplavované kontraregulacné hormoény inzulinu (katecholaminy, glukokortikoidy,
glukagoén), ¢o za fyziologickych okolnosti organizmus kompenzuje vyplavenim vécSieho
mnozstva inzulinu. AvSak pacient s dovtedy latentnym diabetes mellitus 1. typu takéhoto
zvySenia hladiny inzulinu nie je schopny. Infekcia eSte urychli uz dlhSie trvajuci
proces destrukcie B-buniek pankreasu a choroba sa manifestuje (68). O variabilite viazanej
na rocné¢ obdobia a o infekcii ako rizikovom faktore sa vSak zacina pochybovat

u najmladsich pacientov, u ktorych je inzulitida spravidla agresivnej$ia a deStrukcia B-buniek
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prebieha prilis rychlo na to, aby mohla byt’ vyraznejSie akcelerovana infekciou (65).

Podl'a novsich zisteni méze vyskyt choroby ovplyviiovat’ aj mesiac, resp. ro¢né obdobie,
v ktorom sa pacient narodil. Vo viacerych krajindch (USA, Novy Zéland, I1zrael, Ukrajina,
Holandsko, Svédsko) bol pozorovany vys§i vyskyt choroby u deti narodenych v jarnych
mesiacoch (april — jin az jal) a naopak menej pacientov s datumom narodenia v jesennych,
resp. zimnych mesiacoch (november — februdr). Jednym z vysvetleni tohto faktu méze byt
rozdiel v hladine materského vitaminu D v réznych rocnych obdobiach a jeho nasledny
vplyv na pankreatické bunky a na bunky imunitného systému (56).

Vplyv pozitivnej rodinnej anamnézy: Postihnuté su cCastejSie deti diabetickych otcov,

ktoré maju 7 % riziko objavenia sa choroby (deti diabetickych matiek len 2 %), pri oboch
rodicoch diabetikoch je riziko asi 30 % (53, 57). Rovnako je u tychto deti vysSia prevalencia
autoprotilatok proti antigénovym Struktiram B-buniek pankreatickych ostrovéekov (tab. 6).
Vysvetlenim by mohla byt bud’ vysSia paterndlna transmisia predispozi¢nych HLA- génov

alebo ochrana navodena interakciou medzi matkou diabetickou a plodom (27, 35).

Tab. 6 Pozitivita autoprotilatok u deti diabetickych rodicov (27)

Autoprotilatka namierené proti autoantigénom Deti otcov — Deti matiek —
diabetikov diabeticiek
Dekarboxylédza kyseliny glutdmovej (GADA) 11,5 % 2,1 %
Tyrozinfosfataza (IA-2A) 8,1 % 2,8 %
Inzulin (IAA) 10,8 % 1,4 %

Perinatalnymi rizikovymi faktormi rozvoja autoimunitnych procesov su pdrodna
hmotnost’, predCasny pdrod, porod cisarskym rezom, nizke hodnoty Apgar-skére a vek
matky v dobe porodu. Ulohu pravdepodobne zohrava aj hodnota glykovaného hemoglobinu
matky — diabeticky. V $tadii BABYDIAB sa totiz hodnoty viac ako 7 % spédjali
s CastejSim vyskytom Specifickych autoprotilatok (64). U 86 % deti zaznamenali v tejto
Studii hned’ po narodeni pritomnost’ protilatok voc¢i exogénnemu inzulinu a az u 66 % boli
pozitivne protilatky proti glutamatdekarboxyldze kyseliny glutimovej (GADA) alebo proti
tyrozinfosfatdze B-buniek pankreasu (IA-2A). Dal$im sledovanim sa viak ukézalo, Ze fetalna
expozicia autoprotilatkam ma neskor u deti, u ktorych sa zachytila pozitivita autoprotilatok
uz pri narodeni, ochranny vplyv na rozvoj autoimunitného postihnutia pankreasu. Vysledky
tychto sledovani opdtovne prispievaji k vysvetleniu faktu, preo st CastejSie postihnuté deti
otcov — diabetikov. Pritomnost DM u matky sa spdja aj s vy$Sou pérodnou hmotnost'ou

a niz8§im gestacnym vekom (69).
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Frekvencia vyskytu autoprotilatok sa medzi chlapcami a diev€atami neliSi. Zaujimavé st
vysledky pozorovani, ze ak matka nema DM, riziko vzniku choroby pre dieta stiipa s jej

vekom, naopak, ak je matka diabeticka, riziko pre dieta s jej vekom klesa (27).

2.3. ETIOPATOGENEZA AUTOIMUNITNEHO DIABETES MELLITUS

Vznik autoimunitného diabetes mellitus podmienuju genetické, environmentalne
a imunitné faktory. Autoimunitna reakcia spdsobujuca inzulitidu, tvorba autoprotildtok
anasledna destrukcia P-buniek pankreasu sa spusta zatial nie presne definovanym
environmentalnym stimulom. K opisovanému priebehu dochadza najcastejSie u geneticky
predisponovanych jedincov. Vysledkom je deStrukcia p-buniek Langerhansovych
ostrovéekov pankreasu a nasledny absolutny nedostatok endogénneho inzulinu, co pre
pacienta v sucasnosti znamena dozivotnl zavislost' od exogénneho privodu tohto horménu
(51,70, 71).

Autoimunitni tedriu vzniku diabetes mellitus 1. typu zobrazuje schéma podla
Eisenbartha (obr. 6), ktora napriek tomu, ze bola vypracovana uz pred 30 rokmi, nestratila

ni¢ zo svojej vypovednej hodnoty (72, 73):

Obr. 6 Schéma etiopatogenézy autoimunitného DM (72)
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* 1. stadium — geneticka susceptibilita: Uréiti jedinci maju geneticku predispoziciu k rozvoju

autoimunitného DM danu pritomnost'ou urcitych aliel hlavného histokompatibilného systému
a inych predispozicnych génov.

e 2. Stddium — spustaci mechanizmus: Podla sucasnych vyskumov je nim najpravde-

podobnejsie virusova infekcia. Spustaci mechanizmus sa zrejme odohrd aj niekolko rokov
pred prvou klinickou manifestaciou choroby.

» 3. §tddium — pocinajuca inzulitida: Infiltrdcia Langerhansovych ostrovéekov pankreasu

bunkami imunitného systému (predovSetkym makrofagmi a T-lymfocytmi), v periférne;
krvi pozitivita Specifickych autoprotilatok proti antigénom B-buniek pankreasu (najcastejSie
proti dekarboxyldze kyseliny glutdimove] — GADA, proti tyrozinfosfatize — [A-2A, proti
inzulinu — TAA, proti zinkovému transportéru 8§ — ZnT8A).

* 4. §tadium — plne vyvinutd inzulitida: Zapal tkaniva so zatial’ eSte dostatocnou, ale postupne

klesajucou sekréciou inzulinu.

* 5. Stddium — manifestny diabetes mellitus: Priznaky choroby sa prejavia az vtedy, ked je

znicenych viac ako 80 % vSetkych B-buniek pankreasu. K manifesticii dochiddza za
typickych klinickych priznakov bud’ pozvolna alebo castejSie akttne, najmd pri vicSej
fyzickej alebo psychickej zatazi (typicky pri infekcii — angina, virdza, pri traume alebo
v suvislosti s dlhotrvajiicim stresom). Tieto udalosti diabetes rozhodne nevyvoldvaju, len
ulah¢uju jeho manifestaciu pri zvysenej potrebe inzulinu, resp. pri sucasnej, s chorobou
spojenej inzulinovej rezistencii. Po ich odozneni méze zvySkova sekrécia pretrvavat este
niekol’ko mesiacov (vzacne aj rokov) a klinické priznaky mozu pocas tejto doby ustapit’
(tzv. honey-moon period).

* 6. Staddium — $taddium nulovej sekrécie vlastného inzulinu: Postupujici imunopatologicky

proces vedie k uplnej destrukcii vSetkych B-buniek pankreasu, jedinec je teda plne zavisly od

exogénneho privodu inzulinu (72, 73).

2.3.1. Geneticka predispozicia k vyvoju autoimunitného diabetes mellitus

Uloha genetickych faktorov v patogenéze choroby bola potvrdend najmi rodinnymi
Studiami o konkordantnosti vyvoja choroby u surodencov (tab. 7) — pre jednovajecné
dvojcata je pravdepodobnost’ vyvoja choroby u druhého z dvojciat priblizne 40 %,
u dvojvajecnych sa znizuje na 5 % (aj toto riziko je vSak asi 25 — 50 krat vySSie ako
vSeobecné populacné riziko, ktoré sa odhaduje na 0,1 — 0,3 %) (6, 26, 74). Prvostupiiového

pribuzného s touto chorobou mé v rodine asi 10 % pacientov s DM 1. typu (27, 75). Podiel
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familiarneho vyskytu sa podla vysledkov S$tudie EURODIAB pohyboval od 2,7 %
v Rumunsku po 17,2 % vo Finsku (54, 63).

U jednovajecnych dvojciat vyrastajicich v rozdielnom prostredi sa pravdepodobnost’
vyskytu znizuje s dizkou doby odludenia, avsak diabetes sa modze u druhého z dvojéiat
objavit’ aj po viac ako 40-ich rokoch trvania choroby u jedného znich (26), rovnako je
unich vyssia aj pozitivita protilatok proti B-bunkdm pankreasu. U vacSiny jednovajecnych
dvojciat pacientov s DM 1. typu, u ktorych sa nachddzaju protilatky proti P-bunkdm
pankreasu, sa neskor diabetes aj vyvinie (75).

Geneticky zaklad tejto choroby je, rovnako ako u inych autoimunitnych chordb,
polygénovy — v sucasnosti bolo identifikovanych priblizne 70 génov, ktoré réznou mierou
vplyvaju na rozvoj DM 1A (6, 76). NajsilnejSie je choroba asociovand s génmi hlavného
histokompatibilného systému — relativne riziko jednotlivych MHC predisponujicich
haplotypov sa pohybuje medzi hodnotami 3 az 50 v porovnani s menej ako 3 pre non-

MHC gény (40, 77).

Tab. 7 Riziko DM1 podrl'a pribuzenského vzt'ahu (upravené podla 27, 53)

Pribuzensky vzt'ah Riziko probanda
BeZna populacia 0,1-0,4%
Surodenec

- - HLA — monozygotné dvojca pacienta s DM1 30-50%
- - HLA — identicky surodenec pacienta s DM1 12-24%
- - HLA — haploidenticky surodenec pacienta s DM 1 4=T7%

- - HLA — neidenticky sturodenec 1=2%
Deti

- - DM1 ma4 otec 4-6%

- - matka vo veku do 25 rokov 4%

- - matka vo veku nad 25 rokov 1%

- - DM1 maju obidvaja rodi¢ia 25-30%

Idiopaticky DM1B je, na rozdiel od DM1A, podla niekol’ko malo prac venovanych tejto
problematike, typicky pre africku a 4zijskii populdciu a nie je prili§ vyznamne asociovany

s HLA-molekulami (13).
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Molekuly HLA komplexu a autoimunitny diabetes mellitus

Vo vztahu k autoimunitnému DM 1. typu st zndme vyznamné asociacie s HLA-
antigénmi prvej a druhej triedy. Ako prvy bol uz v zaciatkoch hladania vztahov medzi
chorobami a HLA-molekulami opisany jeho vztah k molekuldim HLA-BS, HLA-BIS5
a HLA-B18, ktoré sa vSak neskor ukazali ako menej vyznamné (30). NajvyznamnejSie je
autoimunitny DM asociovany s HLA-molekulami, resp. alelami druhej triedy (tab. 8).
V predikcii geneticky podmienenej vnimavosti je dokdzand vyraznid pozitivna asociacia
s HLA-DR3 a HLA-DR4, ktoré koduju alely HLA-DRB1*03:01, resp. HLA-DRBI1*04:01.
Uvedené HLA-molekuly sa vyskytuju u priblizne 95 % pacientov s DM 1. typu. Este
vyznamnejsie je autoimunitny DM asociovany s molekulami HLA-DQ2 a HLA-DQ8, ktoré
determinuju alely DQAI*05:01 a DOBI1*02:01, resp. alely DQAI1*03:01 a DOBI1*03:02
(HLA-DQ su heterodiméry s o-retazcom kodovanym DQAI1- a B-retazcom kodovanym
DQBI1-génom) (6, 26, 71, 78, 79).

Za najvyznamnej$i rizikovy faktor v patogenéze diabetes mellitus 1. typu sa vSak
povazuju alely HLA-DQBI (6, 71, 74). NajdolezitejSim predispozicnym haplotypom je
DQAI1*05:01/-DQBI1*02:01 (tieto alely determinuji molekulu HLA-DQ?2), ktory sa takmer
vzdy spéja spolu s alelou DRB1*03:01 (HLA-DR3) a haplotyp DQAI1*03:01/-DOB1*03:02
(tieto alely determinuji molekulu HLA-DQS), ktory sa obycajne spaja s alelou
DRBI1*04:01 alebo DRB1*04:02 (obe alely determinuju molekulu HLA-DR4) (26, 80, 81,
82). Takychto jedincov oznacujeme ako heterozygotov DR3/DR4 alebo DQ2/DQS.
Absolutne riziko vyvoja autoimunitného DM pre jedincov s uvedenymi HLA-DQ haplotypmi
predstavuje hodnotu priblizne 5 %. Ak vSak ide o rodiny s diabetickou zatazou, tak
pritomnost’ uvedenych haplotypov zvySuje toto absolutne riziko az na 20 %. Najrizikovejsie
zoskupenie predispozi¢nych aliel kdédujucich antigény HLA-DR3, -DQ2/HLA-DR4, -DQS8 sa
vyskytuje asi u 30 — 40 % diabetikov a v 7 — 12 % u deti diabetikov, €o ostro kontrastuje
sjeho len 2 % vyskytom v zdravej populacii (tab. 9) (26, 80). Stadia Human Biological
Data Interchange odhalila, ze alely DQAI1*05:01/-DQOB1*02:01 a DQAI1*03:01/
-DQBI*03:02 pritom zdedi po rodioch viac ako 80 % deti s DM1. typu (83).

Treti lokus v rdmci HLA druhej triedy, HLA-DP, m4 tiez svoje postavenie v patogenéze, aj ked’
pravdepodobne slabsie ako uvadzané DR- a DQ-alely. Ako predispozi¢né sa javia alely HLA-
DPBI1*03:01 a DPBI*02:02, ktoré st vSak vo védzobnej nerovnovahe s ostatnymi
predispozicnymi DR- a DQ-alelami (40, 74, 77, 84, 85, 86).
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Tab. 8 Predispozi¢né a protektivne HLA haplotypy v patogenéze autoimunitného DM

(upravené podl'a 79, 84, 86)

RIZIKOVE HAPLOTYPY

Vysoké riziko
DR3 DRBI1*03:01 DQAI1*05:01 DQBI1*02:01
DR4 DRBI1*04:01 DQA1*03:01 DQOBI1*03:02
DRBI1*04:02 DQAI*03:01 DOBI1*03:02
DRBI1*04:05 DQAI1*03:01 DQOBI1*03:02

Stredné riziko
DR1 DRBI1*01 DQAI*01:01 DQOBI1*05:01
DRS DRBI1*08:01 DQA1*04:01 DQOBI1*04:02
DR9 DRBI1*09:01 DQAI*03:01 DQOBI1*03:03

PROTEKTIVNE HAPLOTYPY
Vysoka ochrana
DR2 DRBI1*15:01 DQA1*01:02 DQOBI1*06:02
DR6 DRBI1*14:01 DQAI*01:01 DQOBI1*05:03
DR7 DRBI1*07:01 DQAI*02:01 DQOBI1*03:03
Stredne silna ochrana

DR5 | DRBI*11:01 | DQAI*05:01 DOBI1*03:01

Slaba ochrana
DR4 DRBI1*04:01 DQAI*03:01 DOBI1*03:01
DRBI1*04:03 DQAI1*03:01 DQOBI1*03:02
DR7 DRBI1*07:01 DQAI1*02:01 DQOBI1*02:01

Okrem tychto, tzv.

susceptibilnych (predispoziénych) génov,

sa Vv etiopatogenéze

autoimunitného DM uplatiiuji aj tzv. protektivne gény (tab. 8). Medzi tieto zarad’'ujeme
najmd molekulu HLA-DR2 (determinuje ju alela HLA-DRBI*15:01) a HLA-DQG6
(DOBI1*06:02) (26, 80, 81, 82). Tieto molekuly sa povazuji za faktor rezistencie —

u diabetikov 1. typu sa vyskytuju len v 1 %, kym v zdravej populacii az v 20 %. Z HLA-
DP aliel mozno ako protektivnu oznacit' najma alelu DPB1*04:02 (26, 74, 84-86, 88).

Tab. 9 Pritomnost’ niektorych HLA aliel a riziko vyvoja DM1A

v beznej populécii v porovnani s rodinnymi prislusnikmi diabetika 87 (28)

BeZna populacia

Rodina diabetika

DQS8/ DQ2 1:4 1:25
DQS8/ DQS 1:10 1:60
DQ8/ DQx 1:10 1:60
DQ2/ DQ2 1:10 1:350
DQ2/ DQx 1:20 1:400

Pozn.: x = existencia viacerych izoforiem

Vplyv na predispoziciu k vzniku choroby maju vSak okrem uz spomenutych
susceptibilnych a protektivnych génov aj iné, tzv. neutrdlne HLA gény. Ukazuje sa totiz, ze

urcita Specifickd kombinacia HLA-aliel modifikuje poévodné riziko vnimavosti k chorobe
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uréované zakladnou predispozi¢nou alelou — hovorime o tzv. fenoméne epistdzy, ktory
sposobuje, ze relativne riziko sa pohybuje v rozmedzi od 2 do 10 (89).

V ostatnych rokoch sa vSak ukazuje, ze vplyv genetickych faktorov sa oslabil — na to, aby
pacient ochorel na DMI1 je v stcasnosti treba menej genetickych predispozi¢nych faktorov
ako v minulosti a DM dostavaju vo zvysenej miere aj pacienti so slabou alebo dokonca
ziadnou genetickou predispoziciou (13). Ukazuje sa tiez, ze so stipajucim vekom v Case
manifestdcie choroby (najmd po 55. roku zivota) sa predispoziény, resp. protektivny
vplyv HLA-molekul taktiez vytraca (90). Svedc¢i o tom aj zavislost vyskytu choroby
u monozygotnych dvojciat v zavislosti od ich veku. Najvyssi vyskyt choroby bol totiz
zaznamenany u surodencov pacientov, u ktorych sa choroba diagnostikovala do 10. roku
zivota — u surodencov sa vyskytla az u 50 %, v porovnani s 23 % strodencov pacientov,
ktori boli v Case stanovenia diagnézy starSi ako 10 rokov. Rovnako tak u mono-
zygotnych dvojciat pacientov s diagnézou stanovenou vo veku viac ako 25 rokov sa
choroba vyskytla len u 6 % v porovnani s 38 % u surodencov pacientov, ktori boli pri

stanoveni diagndzy mladsi ako 25 rokov (tab. 10) (91).

Tab. 10 Vyskyt autoimunitného DM u monozygotnych dvojciat pacientov
v zavislosti od ich veku pri stanoveni diagnézy (upravené podla 91)

Vek (roky) viac ako 10 rokov menej ako 10 rokov
Vyskyt choroby 23 % 50 %

Vek (roky) viac ako 15 rokov menej ako 15 rokov
Vyskyt choroby 13 % 44 %

Vek (roky) viac ako 25 rokov menej ako 25 rokov
Vyskyt choroby 6 % 38 %

Medzi predispozicnymi a protektivnymi HLA-molekulami existuji ur€ité Strukturdlne
a funk¢éné odliSnosti, z ktorych najvyznamnejSia je 57. pozicia B-retazca DQ molekul,
ktora rozhoduje o tom, ¢i sa patognomicky peptid do zliabku nadviaze alebo nie (18).

Ak je totiz v tejto pozicii nenabita aminokyselinova jednotka, napr. alanin alebo serin, ako
je tomu pri predispozi¢nej DQ8-molekule, peptid sa do vrecka modze naviazat a jeho
ukotvenie je pevné, lebo negativne nabitd aminokyselinova jednotka peptidu v 9. pozicii
vytvara silnl ibnova vizbu s kladne nabitym argininom (Arg) na 79. pozicii a-retazca.
Pevnd vizba zaroven predizi dobu expozicie peptidu autoreaktivnym T-lymfocytom

s naslednym rozvojom autoimunitnej odpovede. Peptidy, ktoré sa viazu do zliabku DQS8
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molekul, sa uz podarilo identifikovat’ — ide o peptid SHLVEALYLVCGERG pochadzajuci
z pozicii 9 - 23 B-retazca inzulinu a peptid IARFKMFPEVKEK z dekarboxylazy kyseliny
glutdmovej (skratky oznacuju jednopismenové oznacenie aminokyselin). Ak je vSak 57.
pozicia B-retazca obsadend kyselinou asparagovou, ako je tomu napr. pri molekule DQ7,
peptid sa do vrecka nemoze naviazat pre sterickii zabranu, ktora sa vytvara pri iénovej
interakcii medzi kyselinou asparagovou v [B-retazci a argininom v o-retazci zliabku.
Aminokyselinovd jednotka v 57. pozicii takto slizi ako ,,molekulovy vratnik®, ktory
v kone¢nom désledku brani rozvoju autoimunitnej odpovede u konkrétneho jedinca (18, 92).

V ramci sledovania vztahov medzi HLA-molekulami, resp. alelami sa okrem
predispozi¢ného alebo protektivneho vplyvu na vznik choroby dokazal aj vplyv na jej
klinicky priebeh. Niektoré HLA-molekuly ¢i alely, resp. ich Specifickd kombinacia, mézu
totiz ovplyvilovat’ rychlost’ progresie inzulitidy a teda aj dobu zachovania zvySkovej
sekrécie inzulinu, ako aj vek pri nastupe choroby, jej metabolicku stabilitu, prip. asociaciu
s inymi autoimunitnymi chorobami (27).

U pacientov s haplotypom HLA-DRBI1*03:0x/DQBI1*02:01/DQAI1*05:01 je spravidla
klinicky obraz choroby miernejsi, prebieha pomalSie, CastejSie zacina az v dospelom veku a je
metabolicky stabilnejSia. Uvedend kombinécia aliel sa castejSie zdruzuje s pozitivitou
autoprotilaitok GADA. U tychto pacientov je vSak castej$i aj vyskyt inych autoimunitnych
chorob (najma autoimunitnej tyreopatie) (26, 27, 74).

Naopak u pacientov s haplotypom HLA-DRBI1*04:0x/DQB1*03:02/DQA1*03:01 je
CastejSie pozorovana pozitivita autoprotilatok IA-2 a IAA, priebeh choroby je rychlejsi
a agresivnej$i, zaCina v mladSom veku a je metabolicky labilnejSia. Najt'azsi priebeh choroby
pozorujeme u pacientov so vzajomnou kombindciou aliel HLA-DRBI1*03:0x, *04:0x/
DQBI1*02:01, *03:02 (26, 27, 74).

V stidiit BABYDIAB sa uvadza, Zze riziko objavenia sa niektorej z autoprotilatok do
2. roka zivota u deti rodicov — diabetikov, ktori nesu najrizikovejSie HLA-alely, je 20 %
v porovnani s det'mi, ktoré¢ tieto alely nemaju (64). V d’alSej stadii DAISY az polovica deti,
ktoré mali typické ,,diabetické autoprotilatky, vlastnilo haplotypy HLA-DR3, -DQ2 / HLA-
DR4, -DQS8 (27, 93).

2.3.2. Imunitné reakcie v patogenéze autoimunitného diabetes mellitus
Vseobecnou charakteristikou vzniku choroby je genetickd vnimavost’ k jej vyvoju, zatial

vSak nie je presne definovany spustaci stimul, ktory spusta kaskadu autoimunitnych reakcii.
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Ich vysledkom je v pripade autoimunitného diabetes mellitus deStrukcia B-buniek
Langerhansovych ostrovéekov pankreasu a nasledny absolutny nedostatok endogénneho
inzulinu (15). Chronicky destruktivny proces zahffia tak mechanizmy bunkovej, ako aj

humoralnej imunity (pozri aj kap. 1.3.3).

T-lymfocytova odpoved’

Zasadnu tulohu v procese autoimunitnej deStrukcie B-buniek pankreasu zohrava Tyl
subpopulacia CD4" lymfocytov, ktora koordinuje imunitnii odpoved a prostrednictvom
interleukinu-2 a interferonu gama indukuje a akceleruje destrukciu B-buniek. Efektorovou
populaciou v procese autoimunitnej destrukcie su cytotoxické CD8" bunky (aktivované IL-2
a [FN-y), ktoré priamo deStruuju PB-bunky pankreasu svojimi cytotoxickymi molekulami
(granulyzin, perforiny vytvarajice kanal, cez ktory prechddzaji granzymy, ktoré indukuju
apoptdzu) alebo indukciou apoptdzy. St najpocetnejSou populaciou imunitnych buniek, ktoré
infiltruji tkanivo pankreasu (18, 82). IFN-y dalej stimuluje makrofagy, ktoré d’alej
poskodzuju tkanivo pankreasu cytotoxickymi procesmi (2, 13, 98).

Rovnovéha v cytokinovej sieti sa meni v prospech proinflamaénych (IL-1p, TNF-a)
a cytokinov Tyl (IL-2, IL-12, IFN-y, LT- B) na tkor regulacnych (IL-4, IL-10, TGF- B). T;2
subpopulacia CD4" lymfocytov ,sutazi“ s Tyl subpopuliciou a predstavuje takto
protektivny faktor v patogenéze DM 1. typu. Choroba teda vznik4 v prostredi dysbalancie
obidvoch subpopulacii (11, 94). Podla sudasnych poznatkov sa CD8" T-lymfocyty
nevyhnutné na nastartovanie autoimunitnych procesov, zatial ¢o CD4" T-lymfocyty budi
v d’alSich fazach prispievat’ k udrzaniu a pretrvavaniu zapocatych reakcii (45).

Histologicky v inicidlnej fdze choroby pozorujeme periduktdlnu a perivaskuldrnu
infiltraciu prevazne mononuklearnymi bunkami (periinzulitida). Zapalova infiltracia zadina
v oblasti tesného susedstva Langerhansovych ostrovéekov, v okoli malych pankreatickych
vyvodnych duktulov a krvnych ciev. AZ po urcitom case sa infiltracia rozSiruje a napada
vlastné Langerhansove ostrovéeky. Nasleduje invazivna inzulitida — histologickd Struktara
Langerhansovych ostrovcekov sa meni a dostava tvar typicky pre lymfatické uzliny. Na tejto
prestavbe tkaniva sa zlcCastiiuje predovSetkym lymfotoxin beta (LT-B), ktory je za
fyziologickych okolnosti nevyhnutny pre vyvoj charakteristickej Struktary lymfatickych
uzlin. Vyznam bunkovej imunity v patogenéze autoimunitného DM dokazuje aj

skutocnost’, ze inzulitida sa d4 experimentalne preniest’ prenosom T;1 buniek (95, 96).
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B-lymfocytova odpoved’

V plazme chorych s autoimunitnym DM sa nachadzaji pocetné protilatky produkované
B-lymfocytmi, z ktorych vic¢sina sa ale na destrukcii B-buniek priamo neztcastiiuje, aspon nie
v pociato¢nych fazach choroby a st len odrazom destruktivnej inzulitidy (98). NajcastejSie
sa jedna o protilatky triedy IgGl. Ich prakticky vyznam spociva v tom, Ze su u pacientov
detekovatelné aj niekol’ko rokov pred objavenim sa diabetu v tzv. prediabetickej faze,
rovnako ako aj u pribuznych diabetikov, ¢o umoziuje aktivne vyhladdvanie potencialnych
pacientov a vc€asny zaCiatok liecby s cielom ¢o najviac spomalit’ deStrukciu B-buniek
a oddialit’ vyhasnutie endogénnej tvorby inzulinu (15, 17, 97, 98).

Podavanim exogénneho inzulinu v ¢o najskorsSich stadiach choroby sa uvolni metabolicky
stres, B-bunky pankreasu moézeme tymto uviest' do ,,pokojného* Stadia (cell rest). Redukuju
sa tym naroky na B-bunky, ¢o modze spomalit’ prebichajuci destruktivny proces, predizit
obdobie zvySkovej sekrécie endogénneho inzulinu a spomalit’ progresiu mikro- aj
makrovaskularnych komplikdcii DM. Nenapravitelné Skody by v tomto obdobi mohla
u pacientov, chybne diagnostikovanych ako DM2, sposobit liecba perordlnymi
antidiabetikami, ktorych mechanizmom U¢inku je stimuldcia B-buniek a ktord by len dalej
akcelerovala autoimunitnu destrukciu (99, 100).

V case klinického stanovenia diagndzy je jedna alebo viac protilatok pritomna u 80 — 90 %
pacientov, v priebehu choroby vSak pozitivita protilatok u vicSiny pacientov postupne
klesd. Len malokedy su pritomné pred 6. mesiacom veku (vzhl'adom na vyvoj imunitného
systtmu v tomto veku totiz humordlnu imunitu zabezpecuji materské protilatky).
Najcastejsie sa diagnostikuju vo veku 1 — 2 rokov, d’al$i narast pozorujeme v puberte (13, 64,
101, 102).

Ako prvé boli v krvi pacientov s autoimunitnym DM opisané protilatky proti bunkam

Langerhansovych ostrovcekov (islet cell antibodies, ICA), ktoré reaguji proti membranovym

a cytoplazmovym antigénom pritomnym nielen v B-bunkach (produkujicich inzulin), ale aj
v oa-bunkach (produkujticich glukagon) a o6-bunkach (produkujicich somatostatin). Prave
heterogenita antigénovych Struktir, voc¢i ktorym st ICA namierené, zloZitost' ich
stanovovania a rychle vymiznutie limituju ich vyuzitie v praxi (27, 35). U novodiagnosti-
kovanych diabetikov sa nachadzaji v 70 — 80 %, v beznej populacii vSak len u 0,1 — 3 %
(98, 103).

Pre autoimunitny DM st d’alej typické protildtky proti dekarboxylaze kyseliny glutamovej

(glutamic acid decarboxylase antibodies, GADA). Rozoznavame dve izoformy tohto enzymu

(s priblizne 65 % homologiou, obe koédované rozdielnymi génmi), ktoré sa podla
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molekulovej hmotnosti oznacuji ako GAD65 — glutamatdekarboxyldza zlozenda z 585
aminokyselinovych jednotick a GAD67 zlozenda z 594 aminokyselinovych jednotiek.
V patogenéze DM 1. typu je vyznamnejSia GADG65, ktord je omnoho castejSou izoformou
v bunkach Langerhansovych ostrovcéekov ¢loveka (27, 104).

GADA st v ¢ase diagndzy pritomné priblizne u 80 % pacientov. V porovnani s ostatnymi
autoprotilatkami ich pritomnost’ aj koncentracie pretrvavaju dlhsie, senzitivita presahuje 70 —
80 % a Specifita je viac ako 90 % (87, 98). Vyskyt GADA u prvostupiiovych pribuznych
pacientov s autoimunitnym DM je 5 — 9 %, v beznej populacii je ich pozitivita mensia ako
2 %. Pritomnost GADA sa najcastejSie zdruzuje s pritomnostou aliel HLA- DRBI*03, -
DQAI1*05:01 a -DOBI1*02:01 a z hl'adiska klinického priebehu odraza pomalSi a menej
agresivny priebeh choroby (s najcastejSou protilatkou zistovanou u pacientov so zaciatkom
choroby vo vys$som veku) (17, 105-110).

Najlepsie charakterizované antigény (IA-2) su dve Strukturdlne pribuzné proteinové
tyrozinfosfatdzy [-buniek — [A-2a je transmembranovy protein s tyrozinfosfatdzovou
aktivitou zlozeny z 979 aminokyselinovych jednotiek a IA-2 je protein zlozeny z 986
aminokyselinovych jednotiek. Protilatky proti IA-2 (IA-2 antibodies, IA-2A) sa zistuji u 60

— 80 % pacientov s novodiagnostikovanym DMI, u prvostupniovych pribuznych diabetikov
v 1,5 — 2,5 %, zatial' ¢o v zdravej populacii st pritomné v 1 — 2 % (27). Su castejSie
detekovatelné u pacientov, u ktorych sa DM1 objavil v mladsom veku. Castejsie sa tieZ
zdruzuju s pritomnostou HLA-DRBI1*04, -DQBI1*03:02 a -DQA1*03:01 (17, 107, 108).
Z hladiska klinického priebehu st charakteristické pre agresivnejSiu formu autoimunitne;
inzulitidy a rychlejsi priebeh choroby (27, 110).

Dalsimi protilatkami, ktoré sa vyskytuji v ¢ase stanovenia diagnozy u takmer 50 — 60 %

pacientov, su protilatky proti inzulinu (insulin autoantibodies, IAA). V nizsich titroch su
pritomné uz v asymptomatickej faze, v zdravej populécii su detekovatené u menej ako
1 % (35). Ich antigén — inzulin, je ako vlastny produkt B-buniek naj$pecifickejSim
autoantigénom. Rovnako, ako pri [A-2A, je ich vyskyt typickejsi pre nizSie vekové kategorie.
Po zapocati substitucnej lieCby inzulinom sa daji dokazat’ u vécSiny pacientov, ¢o vsak
limituje ich praktické vyuzitie. IAA protilatky mézu vynimo¢ne obmedzovat’ aj terapeutické
podavanie inzulinu. V porovnani s predchddzajucimi autoprotilatkami sa vyskytuja
najcastejSie u najmladSich pacientov, s vekom pozitivita vyrazne klesa (17, 98, 105).
Zdruzuju sa s alelami HLA-DRB1*04,-DOB1*03:02 (17, 107, 108).

Ako najnovsi autoantigén vyznamny v patogenéze autoimunitného DM bol opisany

transmembranovy protein inzulinovych sekre¢nych granil — zinkovy transportér-8 (ZnTS).
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Protilatky proti nemu (ZnT8A) sa vyskytuju u 60 — 80 % pacientov s novodiagnostikovanou
chorobou v porovnani s len 2 % vyskytom v beznej populacii (111). Vo vSeobecnosti sa tieto
autoprotilatky vyskytuju neskor ako GADA alebo IAA a preto je vhodnejSie ich vySetrenie
u starSich pacientov (112, 113, 114). RozSirenie spektra vySetrovanych autoprotilatok
0 ZnT8A vyrazne zvysi zachyt pozitivity pacientov, u ktorych sa doteraz vySetrenim GADA,
IA-2A a IAA nezistila protilatkova pozitivita. VySetrenie panelu autoprotilatok GADA, IA-
2A, TAA spolu s ZnT8A zvySuji moznosti dokazu autoimunitnych dejov azna 98 % (111).

Sumarne mozno teda konStatovat, ze podla literarnych udajov sa GADA vyskytuju
u pacientov s autoimunitnym DM ¢astejSie ako IA-2A a ZnT8A (60 — 80 % pacientov)
alAA (50 — 60 % pacientov) (17). Jednotlivé autoprotilatky sa v periférnej krvi pacientov
spravidla neobjavuju naraz, ako prvé sa u starSich pacientov vyskytuju GADA a u naj-
mladsich IAA (17, 45, 112).

U prvostupniovych pribuznych diabetikov su autoprotilatky pozitivne od 5 — 9 %
uGADA,3-9%ulCA, 3,7-5 % ulAA azpo 1,5 - 2,5 % u IA-2A. Najvyssia prediktivna
hodnota u prvostupniovych pribuznych sa vSak uvadza prave pri IAA (aZ okolo 80 % pri
5-ro¢nom sledovani, u monozygotnych dvoj¢iat az viac ako 87 %) (98, 115).

Kratko po objasneni tlohy protilatok v etiopatogenéze autoimunitného DM sa zistilo, Ze
tieto sa daji zachytit’ aj v sére od niektorych pacientov s DM2. Pre tto skupinu pacientov
bol okrem protildtkovej pozitivity typicky vek viac ako 35 rokov a hmotnostny ubytok.
Dalej sa dokazalo, 7e¢ u nich dochadza ovela skor k ,zlyhaniu“ lie¢by peroralnymi
antidiabetikami — stavaji sa zéavislymi od inzulinu skér ako pacienti bez protilatkovej
pozitivity (priemerne za 3 roky od zaciatku liecby). Tento typ DM sa preto pomenoval LADA

(Latent Autoimmune Diabetes of Adults), diabetes mellitus typu 1,5, alebo sa podla

niektorych autorov jednd o pomaly progredujici autoimunitny diabetes mellitus 1. typu.
Trpi nim az 10 % pacientov, ktorych pdvodne diagnostikovali ako diabetikov 2. typu (56,
116, 117).

Diagnostickymi kritériami pre LADA st teda okrem veku aj pritomnost’ autorotildtok
(tento autoimunitny marker odliSuje LADA od DM2) a potreba inzulinoterapie po
minimalne 6 mesiacoch od diagndézy (¢im sa LADA odliSuje od DM1). Asocidcia s HLA-
komplexom je u LADA slabsia ako u pacientovs DM 1. typu (13, 116-118).
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2.3.3. Environmentalne faktory v patogenéze autoimunitného diabetes mellitus

Ak by bola choroba determinovand vyhradne genetickou vybavou pacienta, vyskyt
autoimunitnych choréb u jednovajecnych dvojciat by sme ocakavali na trovni 100 %.
Rodinné¢ stadie vSak udavaju vznik diabetes mellitus 1. typu aj umnohych pacientov
s negativnou rodinnou anamnézou a len u 40 % jednovaje¢nych dvojciat (vyskyt choroby
u jednovajecného dvojcat’a sa pohybuje okolo 12 — 70 % (tab. 1). V neposlednom rade tiez
vyskyt predispozi¢énych HLA-aliel v populécii niekol’kondsobne prevysuje prevalenciu
samotného DM 1. typu (25, 27).

Za najpravdepodobnejsi spustaci stimul su povazované virusové infekcie, aj ked pohl'ad
na ich postavenie v patogenéze sa v ostatnych rokoch ¢iastocne meni (rovnako, ako pri inych

autoimunitnych chorobéch, sa diskutuje aj o diétnych faktoroch a hormonalnych vplyvoch).

Virusové infekcie

Vzt'ahu virusovej infekcie a vyvoja diabetes mellitus 1. typu sa venovala a stale sa venuje
vel'ka pozornost. AvSak ani intenzivhym vyskumom v tejto oblasti neboli eSte zdaleka
zodpovedané vsetky otdzky a virusova infekcia je v sucasnosti stale oznaCovana ,len‘
ako najpravdepodobnejSia pri¢ina vzniku choroby. Nepozname totiz presny mechanizmus,
akym virusova infekcia poSkodzuje pankreatické B-bunky, zatial’ nie je ani presne jasné, ¢i
virusova infekcia samotné nastartuje autoimunitné procesy alebo len zintenzivni subklinicky
prebiehajicu inzulitidu (34, 38). Analyzu vyznamu virusovej infekcie v patogenéze
choroby obmedzuje (okrem limitovanych moznosti biopsie pankreatického tkaniva) aj fakt,
ze ,,podozriva® virusova infekcia moze prebehnut’ aj niekol'’ko mesiacov pred objavenim sa
prvych klinickych priznakov (34, 51, 101).

V sucasnosti existuje viacero tedrii o tom, akym sposobom virusy zasahuju do patogenézy
DM 1. typu. Moze ist o priame poskodenie B-buniek pankreasu, poruchu regula¢nych
mechanizmov kontroly aktivity autoreaktivnych T-lymfocytov alebo neSpecifickll aktivaciu
T-lymfocytov. UvaZuje sa tieZ o moznom ,,pankreatogénnom® kmeni, ktory Gto¢i priamo
na B-bunky pankreasu a pri ich poSkodeni zviditeI'ni dovtedy ukryté antigény (tzv. epitope
spreading). Takyto scenar sa predpoklada najmi pri ojedinelych rychloprogredujicich,
fulminantnych formach DM1 (39, 119). Virusy mézu posSkodzovat’ pankreatické tkanivo aj
na podklade fenoménu molekulového mimikri, teda na zaklade zhody medzi determinantami
mikrobneho antigénu a autoantigénu (36). NajpresnejSie je v stCasnosti opisana zhodna
sekvencia 18 aminokyselin v 'udskom enzyme glutamatdekarboxylazy (GAD) a proteinu

P2C Coxsackie virusu kmena B4 (zhoda v pozicii 35 — 43 P2C proteinu a v pozicii 258 —
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266 GAD, obr. 7) (pozri aj kap. 1.3.2) (35). Pri imunitnej odpovedi na dany patogén
dochadza k aktivacii a naslednej proliferacii klonov T-lymfocytov, ktoré na jednej strane
zlikviduja infekény agens, ale na druhej strane sa sucasne obrétia aj proti vlastnym tkanivam
a menia tak povodne obrannd imunitni reakciu na autoimunitni. Dal§im prikladom
molekulového mimikri je podobnost’ medzi proteinom rotavirusov a tyrozinfosfatazou [-
buniek pankreasu (IA-2). Epitop 1A-2 v pozicidch 805 — 820 vykazuje sekvencnu zhodu
s 9 aminokyselinovymi jednotkami proteinu VP7 rotavirusu (35). Tento antigénovy
determinant prejavuje navySe podobnost aj s aminokyselinovymi sekvenciami

cytomegalovirusu, virusu hepatitidy C a osypok.

Obr. 7 Zhodna sekvencia aminokyselin v Struktire enzymu glutamatdekarboxylazy (GAD65)
a Coxsackie virusu (P2C) (upravené podrla 35, 120)

GADG65:.. NMYAMMIARFKMFPEVKEK...
P2C: ..KMFPEVKEK...

Podl'a tedrie tzv. bystander aktivacie imunitného systému pri postupujicom zéapale
pankreatického tkaniva dochddza k uvolneniu zapalovych medidtorov a cytokinov, ktoré
d’alej poskodzuji zdravé bunky. Uvolnenie sekvestrovanych antigénov z buniek
pankreatickych ostrovéekov a ich prezenticia bunkami prezentujiicimi antigén nasledne
aktivuju autoreaktivne T-lymfocyty (121, 122, 123). Tzv. fertile-field hypotéza zas
predpokladé, Ze prebehnuta virusova infekcia vytvori v pankrease vhodnl zivni pddu pre
naStartovanie autoimunitnych dejov. Napokon d’alSou moZnostou je, Ze pri chronickom
zéapale tkaniva pankreatickych ostrovéekov mozu byt B-bunky znicené vplyvom volnych
radikalov (70, 119).

Virusova infekcia zanechdva na pankreatickom tkanive tzv. virusovy podpis (virus
signature). V tkanive pankreasu ziskaného u novodiagnostikovanych diabetikov 1. typu
nachadzame typicky zvySenu expresiu HLA-molekul prvej triedy, ktord robi pankreatické
B-bunky ,,lepsie viditelnymi“ pre imunitny systém, IFN-a a v neposlednom rade infiltraciu
pankreatického tkaniva aktivovanymi cytotoxickymi CDS8" lymfocytmi, ktoré sa priamo
podiel’aji na rozvoji inzulitidy a deStrukcii pankreatického tkaniva (11, 119). Produkcia IFN
v ramci odpovede na virusovu infekciu je pod kontrolou IFIHI génu a jeho produktu
MDAS (melanoma-associated differentiation 5). Enterovirusova infekcia dokaze totiz

aktivovat’ tvorbu MDAS a tym indukovat’ sekréciu IFN 1. typu, ktory zvySuje expresiu
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HLA-molekul prvej triedy na pankreatickych pB-bunkach, ¢o nésledne ul'ahcuje ich
rozpoznavanie cytotoxickymi CD8" T-lymfocytmi. Dokézalo sa, Ze urité varianty tohto
génu sa spajaju s niz§im vyskytom autoimunitného DM (37, 39). Naopak, iné muticie
vtomto géne moézu sposobit, Ze jedinec s nedostatocnou antivirusovou imunitnou
odpovedou sa nedokdze vysporiadat ani s ,beznou“ virusovou infekciou a zvySuje sa
tym pravdepodobnost’ nastartovania autoimunitnych procesov (pozri aj kap. 1.3.2) (124).

Vztah infekcie a naslednej destrukcie pankreatického tkaniva sa Studoval aj s ohl'adom na
anatomicku lokalizaciu pankreasu. Tedriu, ze imunopatologické reakcie zacinaji v Creve
a aktivované lymfocyty az nasledne napadaju tkanivo pankreasu, podporuji analyzy vzoriek
Creva (in situ hybridizaciou aj imunohistochemicky) diabetickych pacientov, ktoré¢ az
u polovice z nich potvrdili pritomnost’ perzistentnej enterovirusovej infekcie (125).

»Podozrivé” st stale viaceré druhy infekcii — najmid tie, sposobené enterovirusmi
(Coxsackie, poliovirusy), virusom rubeoly, parotitidy, dalej cytomegalovirusom,
picornavirusmi a rotavirusmi, ako aj herpesvirusmi (51, 87).

Snad’ najlepsie je preskimany vzt'ah medzi DM1 a infekciou enterovirusmi, avSak ani
v tomto pripade jednozna¢nll odpoved’ na otazku, ¢i ide o kauzalny vztah infekcie a vyskytu
choroby, este stale nepozname (74, 119). Tento druh infekcie je v populacii pomerne casty
a velka cast’ pritom prebehne klinicky asymptomaticky (39). U geneticky predisponovanych
jedincov je vSak vysSia pravdepodobnost’ manifestnej infekcie s naslednym rozvojom
skrizenej reaktivity (126), vo finskej populacii sa tento druh infekcie (Coxsackie)
signifikantne CastejSie vyskytoval uz aj u pacientov v prediabetickej faze (teda
s pozitivitou autoprotilatok). Virusy Coxsackie B4 sa vSak nasli aj v tkanive pankreasu
pacientov, ktori zomreli tesne po manifestacii DM1 (127).

Kongenitalne infekcie virusom rubeoly alebo virusom parotitidy naproti tomu spdsobuju
DMI1 skor narusenim normalneho vyvoja pankreatickych B-buniek alebo ich priamou lyzou
(37) ako indukciou autoimunitnych procesov. Infekcia virusom rubeoly sa spaja s pre DM1
typickymi HLA-molekulami: -DR3 a -DQ2. Vdaka G¢innému ocCkovaniu sa vyskyt tychto
virusov vyrazne eliminoval, takze ich vplyv na stfasny narast incidencie autoimunitného
DM je nepravdepodobny.

Existuju tiez dokazy o tom, Ze prekonanie beznych detskych choréb v prvych rokoch
zivota znizuje pravdepodobnost’ rozvoja DM1 vo vySSom veku. AvSak stale plati, ze
tazké infekcie v perinatdlnom obdobi k vzniku DM predisponuju (101, 128).

Sthrne teda mozno konstatovat’, ze odpoved’ na otdzku, ¢i su virusy zodpovedné za vyvoj

autoimunitného DM, nie je, tak ako ani u inych autoimunitnych chorob, vobec jednoducha.

40



Podl'a sucasného stavu poznatkov sa da tvrdit, ze uréity druh infekcie, v uréitom case
a stave organizmu moZe u geneticky predisponovaného jedinca naStartovat’ autoimunitné
reakcie namierené voci tkanivu pankreasu, naopak za inych okolonosti méze byt virusova

infekcia 0sozna a posobit’ skor protektivne (38).

Vitamin D

Vztah choroby k virusovej infekcii pod¢iarkuje aj typicky ndrast incidencie diabetes
mellitus 1. typu v zavislosti od rocného obdobia: zvySeny vyskyt choroby pozorujeme
v tomto obdobi (56).

Jednym z mozZnych vysvetleni tejto sezonnej variability vo vyskyte DM1 st vsak aj
rozdiely v hladine vitaminu D (1,25-dihydroxyvitamin D3; 1,25(OH)2D3) v priebehu roka.
Hypovitaminéza D je pomerne &astym nilezom, vo Svajéiarsku sa deficiencia vitaminu D
v populacii diabetikov 1. typu pohybovala okolo 70 % a bola vysSia oproti beZnej populacii
(129). Iba na Floride (USA), o je vSak jeden z najslnecnejSich regionov sveta, zatial’ neboli
najdené vyznamnejsie rozdiely medzi diabetikmi a zdravou populéciou (130).

Vitamin D znizuje syntézu proinflama¢nych cytokinov, spomaluje diferenciaciu
a maturaciu dendritovych buniek ako u¢innych buniek prezentujicich antigén a urychl'uje ich
apoptézu. Na trovni pankreatickych B-buniek ma cytoprotektivny efekt — ochratiuje ich pred
apoptozou, znizuje hladinu volnych radikalov a oxidu dusného, ktory sposobuje dysfunkciu
B-buniek (42).

Pri jeho podavani jedincom s pozitivitou diabetickych autoprotilatok dochédza k redukecii
infiltracie pankreatického tkaniva T-lymfocytmi, zvySuje sa pocet regulacnych T-
lymfocytov s tlmivym U¢inkom na imunitni odpoved a nerovnovédha v cytokinovej sieti
sa posuva v prospech T,2-lymfocytov. Vitamin D rovnako znizuje expresiu HLA-molekul
prvej triedy, ¢im d’alej ochrafiuje pankreatické PB-bunky pred utokom cytotoxickych T-
lymfocytov (56, 131).

Hladina vitaminu D samozrejme uzko suvisi so zemepisnou Sirkou, co moze byt tiez
jednym z vysvetleni faktu, ze Finsko je krajinou s najvys$Sou incidenciou DMI na svete.
Celkovo je vyskyt choroby vyssi v severnejSich krajinach s menSim mnoZstvom slnecného
ziarenia (snad’ len s vynimkou Sardinie, ktora, aj napriek geografickej lokalizacii, patri

medzi krajiny s vysokym vyskytom tejto choroby).
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Diétne faktory

Z faktorov prostredia je Casto diskutovanym problémom aj predcasné ukoncenie dojcenia

a nasledné kfmenie deti kravskym mliekom. Postavenie proteinov kravského mlieka

v indukcii autoimunitného DM je vSak stdle nejasné. V sére od diabetickych deti sa
dokazuju pocetné protilatky proti viacerym proteinom kravského mlieka. Vysvetlenim by
mohlo byt’, ze u geneticky predisponovanych deti sa tolerancia na antigény mlieka, na rozdiel
od zdravych, nevytvara.

Viaceré retrospektivne Stidie z minulych rokov tiez opisuju vztah medzi skorym
prijmom mlieka a vyvojom DMI, avSak vo vécSine tychto Stadii bolo zvySené riziko
choroby relativne nizke (napr. Stadia TRIGR — Trial to Reduce Diabetes in the Genetically
at Risk) (55). Navyse, prospektivne Studie, ktoré sledovali pacientov aZ po objavenie sa
autoimunitnych reakcii, tiez nedokdzali jednozna¢ny vztah medzi prijmom mlieka
a autoimunitnou reakciou voc¢i bunkdm pankreatickych ostrovéekov (DAISY,
BABYDIAB) (64, 93). Zavery stidie BABYDIAB opétovne podc¢iarkuju fakt, ze markery
autoimunitnych procesov sa zacinaju objavovat uz v rannom detstve — najvyssi vyskyt
autoprotilatok zachytili v skupine pacientov vo veku 9 mesiacov az dvoch rokov (132).

Vyznam ma pravdepodobne aj nedostatok protektivne pdsobiaceho materského mlieka,
ktory mdze viest' k nedostatocnej funkcii slizni€éného imunitného systému a poruche tzv.
oralnej tolerancie (teda navodenia supresie solubilnymi potravinovymi antigénmi) (133).

K poskodeniu pankreatického tkaniva dochadza pravdepodobne na podklade fenoménu
molekulového mimikri napr. medzi molekulami bovinného sérového albuminu a proteinu
p69 na povrchu B-buniek. Niektoré proteiny kravského mlieka poSkodzuju slizni¢nu
imunitu inhibiciou proliferacie ¢revnych T-lymfocytov (B-kazein). V neposlednom rade
mozu virusové infekcie menit’ permeabilitu ¢revnej sliznice a tym modifikovat’ imunitni
reakciu vo¢i potravinovym antigénom (35, 134, 135).

Dal3imi ,,podozrivymi“ potravinami st teda aj glutén a obilniny. Istd savislost

naznacuju pozorovania, ze u diabetikov 1. typu a ich prvostupniovych pribuznych je
omnoho castejSi aj vyskyt celiakie. V Sstudii BABYDIAB sa opisal castejSi nélez
Specifickych diabetickych autoprotilatok u rizikovych deti, ktoré dostavali obilninové
proteiny, vratane gluténu, vo veku menej ako 3 mesiace v porovnani s detmi, ktoré sa
s nimi po prvykrat stretli vo veku 3 — 6 mesiacov (55, 69). Co je vsak zaujimavé, skora
expozicia gluténu u tychto deti signifikantne nezvySovala riziko celiakie (69). Redukcia
vyskytu autoimunitnych markerov sa pozorovala aj pri diéte bez obsahu gluténu.

U geneticky predisponovanych jedincov (HLA-DR3/DR4 a HLA-DQS8) doslo pri
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skorej expozicii gluténu k rozvoju autoimunitnych procesov u takmer vsSetkych deti.
Rizikovu skupinu prvostupniovych pribuznych diabetikov 1. typu sledovala aj Stadia
BABYDIET, ktord na druhej strane dokézala, ze ani oddialenie expozicie (po 12. mesiaci
zivota) neprinieslo signifikantnti redukciu vyvoja autoimunintnych procesov (55, 64).
Odpoved na otazku, ako eliminovat’ mozny vplyv diétnych faktorov na rozvoj choroby,
dostaneme, ak budeme reSpektovat prirodzeny vyvoj imunitného systému c¢loveka. Po
narodeni dietata sa meni reaktivita jeho imunitného systému a vymedzuje sa optimalna

doba pre stretnutie sa s potravinovymi alergénmi. V tomto obdobi tzv. ,tolerogénneho

(imunitného) okna® stretnutie s antigénom spdsobi skor vyvoj tolerancie ako senzibilizaciu
imunitného systému. V pripade potravinovych antigénov sa za najvhodnejSie obdobie
expozicie dietata povazuje vek 4 — 6 mesiacov (resp. 17. — 26. tyZzden). SkorSie, ale aj
neoddvodnené neskorsSie stretnutie organizmu s nimi, zvySuje pravdepodobnost’ aberantnej

reakcie imunitného systému (133).

Autoimunitny diabetes mellitus a o¢kovanie

V ostatnych rokoch sa mimoriadne zivo diskutuje aj o moznej suvislosti medzi
oCkovanim a rozvojom DM1 u deti. Vysledky doteraz realizovanych klinickych §tadii vSak
zatial’ jednozna¢ny kauzalny vztah nepreukazali (135, 136, 137).

Naopak, ukazuje sa, ze napriklad prekonanie parotitidy alebo Cierneho kasla sa spaja
s vy$§im rizikom vzniku DM1 ako samotné ockovanie. Rovnako, MMR vakcina (morbilli,
mumps, rubeola) nielenze nezvySovala riziko vyskytu DMI, ale naopak, u vakcinovanych
deti bol jeho vyskyt niz§i v porovnani s detmi, ktoré ockované neboli (138, 139). Za
bezpecnu z hl'adiska vyvoja DM1 mozno povazovat’ aj tzv. hexavakcinu (140).

Ak teda dojde k rozvoju choroby v nadvédznosti na predchadzajuce o¢kovanie, vakcindcia
samotnd pravdepodobne nebude samostatnym spustacim mechanizmom, spolupdsobit’ mdze
len ako cast' celého spektra environmentdlnych faktorov a vécSie riziko pre dieta
predstavuje prekonanie infekcie samotnej ako samotné ockovanie proti nej (34, 137, 138).

Pri ockovani pacienta s autoimunitnym diabetes mellitus by sme vSak mali
uprednostiiovat’ acelularne, subjednotkové a konjugované vakciny navodzujice optimalne
celozivotnu ochranu, pricom je nutné medzi o¢kovaniami dodrziavat maximalne mozné
odstupy, najmenej vSak 1 mesiac (pri akatne dekompenzovanom DM, samozrejme,
oc¢kovanie odkladdme do stabilizacie choroby). Nie je vSak dovod vynechévat’ u tychto

pacientov akékol'vek z povinnych ockovani (136).
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2.4. KLINICKY OBRAZ A DIAGNOSTIKA DIABETES MELLITUS 1. TYPU

V klinickej praxi k stanoveniu diagnézy DM spravidla sta¢i vyrazna hyperglykémia
a ketoacidoza. Podl'a smernice WHO je vSak exaktné stanovenie diagnoézy autoimunitného
DM mozné len na zaklade typického klinického obrazu, znizenej az nulovej koncentracie
plazmatického C-peptidu (connecting peptide, protein spajajici retazce inzulinu) a pozitivity
Specifickych autoprotilatok proti antigénovym Struktiram p-buniek pankreasu ako
markera autoimunitnej inzulitidy (GADA, 1AA, [1A-2A, ZnT8A) (50). Diabetici 1. typu Casto

trpia aj inym autoimunitnymi chorobami (napr. autoimunitnou tyreopatiou alebo celiakiou).

2.5. LIECBA DIABETES MELLITUS 1. TYPU S DORAZOM NA AUTOIMUNITNU ETIOLOGIU

Diabetes mellitus 1. typu, tak ako vicSina autoimunitnych chorob, nemd v stcasnosti
kauzalnu liecbu. Zakladnym lieCebnym postupom je substitu¢nd terapia exogénnym
inzulinom. Tato je vSak pre pacientov pomerne narocnd a znacne znizuje kvalitu Zivota,
preto sa v sucasnosti celosvetovo upriamuje pozornost’ nielen na maximalne zjednodusenie
samotnej aplikacie inzulinu, ale aj na nové lieCebné postupy.

Vychéadzajlic z autoimunitnej patogenézy DMI1 kauzalnou, resp. kurativnou by mala byt
liecba imunosupresivami s cielom tlmit' prebiehajici autoimunitny proces. Skoré
podavanie imunosupresivnej lieby totiz spomali destruktivny proces, zmierni oxida¢ny stres
a Setri B-bunky, ¢im moZe vyznamne prediZit' obdobie vlastnej zvyskovej sekrécie inzulinu.
Tym sa zniZia terapeutické davky inzulinu, zlepsi sa kompenzacia DM, spomali sa rozvoj
mikro- aj makrovaskuldrnych komplikécii a zlep$i sa prognoza pacienta (141-145).

Povodne sa destrukcia B-buniek povazovala za ireverzibilny proces. Dnes sa vSak ukazuje,
ze adekvatnou, cielenou a najmi rychlou liecbou mozno tento proces spomalit’, zastavit, ba
dokonca aj zvratit' (13). Doraz vSak treba klast’ na to, aby sa lieCba podala vo vel'mi
skorych Stadidch choroby. V sucasnosti sa totiz rezidualna kapacita pankreatickych B-buniek
v Case stanovenia diagnézy odhaduje len na menej ako 10 — 20 % pdvodnej produkcie
(145). Z uvedeného vyplyva, ze ak chceme odvratit’ autoimunitny atak, mali by sme zlepsit’
aktivne vyhladavanie potencidlnych pacientov. Jednou z moZnosti je stanovenie uZ
spominaného genetického rizika — teda zistenie pritomnosti predispozi¢énych HLA-aliel
druhej triedy, napr. u prvostupnovych pribuznych pacientov s DM 1. typu — pozri kap. 2.3.1;
d’alSou moznostou je urcenie pozitivity typickych ,diabetickych® autoprotilatok — pozri
kap. 2.3.2. Tieto sa u potencidlnych pacientov objavia aj niekol’ko rokov pred ur¢enim
diagnézy a u 60 — 80 % pacientov, u ktorych sa zachytila pozitivita aspon dvoch

autoprotilatok, dojde do 5 — 7 rokov aj ku klinickej manifestacii choroby (97, 98, 111).
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Sthrnne mozno konstatovat, ze jedinci s pozitivhou rodinnou anamnézou, genetickou
predispoziciou a pozitivitou autoprotilatok su vysokorizikovou skupinou populacie. Aj na
dnesnej urovni poznatkov uz teda dokazeme tychto pacientov identifikovat’ a ak pacientov
pravidelne sledujeme, mo6zeme chorobu odhalit’ uz v jej pociatocnych stadidch. To z nich
robi idedlnych adeptov na podanie imunosupresivnej liecby, ked’ze jej vysledky v znaénej
miere zavisia od rychlosti podania (99, 100).

K najcastejSie pouzivanym imunosupresivnym lie¢ivdm v sucasnosti jednoznacne

zarad'ujeme monoklonové protildtky (mAb) — ich klinické vyuzitie sa uz rozsirilo aj na

liecbu autoimunitnych chordb, vratane autoimunitného diabetes mellitus. Jeho lieCbu
monoklonovymi protilatkami odstartovalo podavanie mAb proti membranovému antigénu T-
lymfocytov CD3, konkrétne jeho e-ret'azcu (Orthoclone OKT3; muronomab). CD3-molekuly
st sucastou antigénového receptora T-lymfocytov a ich blokddou sa brani aktivacii T-
lymfocytov (143, 144).

Jednym z najcastejSich neziaducich ucinkov, ktory znac¢ne komplikoval lie¢bu, bola
indukcia presakujuceho vaskularneho syndromu (vascular leak syndrome) podmieneného
mitogénnou aktivitou monoklonovych protilatok, ktord spdsobi masivne uvolnenie viacerych
cytokinov. Vzhladom na uvedené komplikdcie sa hladali cesty na zniZenie tychto
nepriaznivych vedl'ajsich ti¢inkov. Oc¢akéavany efekt priniesla modifikéacia Struktiry anti-CD3
protilaitok — ide o monoklonové protilaitky ChAglyCD3, teplizumab (hOKTylAla-Ala)
a visilizumab (143, 146, 147, 148).

Pri aplikacii modifikovanych monoklonovych protilatok sa u diabetikov 1. typu
pozorovala indukcia antiidiotopovych protilatok, ktoré¢ sa vyvinuli az u 40 % lie¢enych
pacientov. U vicSiny z nich tieto protilatky vymizli do 6 mesiacov po skonceni terapie.
Napriek ich potencialnej neutralizacnej kapacite nepredstavovali pre liecbu nijaky problém.
Objavili sa totiz az po 2 — 3 tyzdiloch po poslednej davke. Mohli by vSak komplikovat
pripadnu nasledujtcu liecbu tymi istymi protilatkami (149).

Lie¢bu modifikovanymi monoklonovymi anti-CD3 protilatkami mozno teda na zaklade
st¢asnych poznatkov povazovat’ za bezpecnu. V neposlednom rade je ddlezité pripomenut
aj fakt, ze pri podavani monoklonovych protilatok odpada potreba dlhodobej kontinuédlne;j
imunosupresivnej liecby so vSetkymi jej sprievodnymi neziaducimi vedlajsimi u¢inkami (51,
99, 100, 150).

Dalsou monoklonovou protilatkou, ktora sa zadina pouzivat v lie¢be autoimunitného
DM je anti-CD20 — rituximab, ktorda zniZenim poctu B-lymfocytov zmensi syntézu

autoprotilatok; navySe sa zabrani B-lymfocytom v ich antigénovo-prezentacnej funkeii
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a tym d’alSej aktivacii imunitnych procesov (151).

Dal$ou sl'ubnou terapeutickou alternativou je v sti¢asnosti transplantacia pankreatickych
ostrovéekov, resp. celého pankreasu (najcastejSie spolu s transplantaciou obli¢iek). U pacien-
tov po transplantacii dochadza k zlepSeniu glykemickej kontroly, spomaleniu rozvoja
organovych komplikacii a redukcii davky exogénneho inzulinu. Zaroven sa redukuje vyskyt
hypoglykémii, ¢o je mimoriadne prinosné najmi u pacientov s fenoménom neuvedomenia
si hypoglykémie.

Priblizne 60 % pacientov dosiahlo nezavislost’ od inzulinu (definovanu ako najmene;j 14
dni trvajice obdobie bez nutnosti aplikacie inzulinu) do jedného roka po transplantacii, aj
ked vylucit’ potrebu inzulinu natrvalo sa zatial’ tplne nepodarilo. Zaznamenané bolo tiez
zvySenie hladiny C-peptidu (pretrvavajuce u viac ako 50 % pacientov aj 5 rokov po
transplantdcii) a zniZzenie hodndt glykovaného hemoglobinu, ktoré ani po 5-rocnom

sledovani nedosiahli hodnoty pred transplantaciou (51, 152).
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3. ANALYZA PRITOMNOSTI VYBRANYCH HLA-ALIEL A POZITIVITY
SPECIFICKYCH AUTOPROTILATOK V SLOVENSKEJ POPULACII PACIENTOV
S DIABETES MELLITUS 1. TYPU

3.1. CIELE PRACE

V ostatnych rokoch sa dosiahol vyrazny pokrok v chapani podstaty choroby a zdokonal'uje
a prevencii tejto choroby, ked’ze sa ukézalo, Ze striktnd kontrola hladin glykémie moze sice
vyznamne znizit' frekvenciu aj stupenn chronickych komplikacii diabetes mellitus, ale tymto
spdsobom sa ich vyvoju neda uplne zabranit'.

Podnetom pre skimanie vyznamu genetickej predispozicie v etiopatogenéze autoimunitné-
ho diabetes mellitus bol celosvetovo vzrastajici zdujem o vyznam genetickych faktorov
v patogenéze viacerych chordb. Vyskum sa totiz v sucasnosti u mnohych choréb zameriava
na ich geneticky podklad s cielom lepSie pochopit patogenézu choroby atym zlepsit
prevenciu a vyhladavanie potencidlnych pacientov, diferencidlnu diagnostiku, umoznit
zacatie lieCby v skorych Stddiach a v buducnosti sndd’ zlepsit' aj terapeutické postupy. Po
presnom stanoveni ,.genetickej mapy“ choroby moézu poznatky napomoct’ vyhladavaniu
potencidlnych pacientov napr. v rodinach pacientov s DM1A, ale aj v beznej populdcii.

Do popredia pri mnohych chorobach vystupuju molekuly HLA-komplexu, ktoré¢ su
vyznamnym genetickym rizikom aj u pacientov s diabetes mellitus 1.typu. Na zéklade HLA-
typizacie je uZz v sucasnosti mozné vykonavat primarnu prevenciu a aktivne vyhladavat
jedincov ohrozenych vyssim rizikom rozvoja DMI1A. Na zdklade pdsobenia rizikovych
a protektivnych génov sa da stanovit’ individualne imunogenetické riziko rozvoja inzulitidy
a nésledne diabetes mellitus 1.typu.

V ramci HLA molekul druhej triedy pozname viacero predispozi¢nych aliel lokusov HLA-
DQAI, -DQB1 a HLA-DRBI, avsak v literature existuje len malo tidajov o vyzname aliel
posledného z lokusov druhej triedy — HLA-DPBI. V ramci Slovenska tento tidaj absentuje tak
v ramci beznej populécie, ako aj u pacientov s DM1A.

Z literattry je tiez zname, Ze genetické predispozicia vykazuje urcité geografické rozdiely.
Preto bolo cielom naSej prace aj overenie doteraz znamych vysledkov genetickych analyz
v slovenskej populacii a ich porovnanie s literarnymi udajmi, ktoré uz boli publikované.

V nadvéznosti na vyssie uvedené ciel'mi prace bolo:

1. na zdklade HLA typizacie zistit' a Statisticky zhodnotit vyskyt HLA-DPBI aliel

u pacientov s diagnézou diabetes mellitus 1. typu aich frekvenciu vyskytu porovnat’ so
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zdravou populéciou,

2. urc¢it’ vyskyt HLA-DRB1, HLA-DQBI1 a -DQAI1 aliel u pacientov s diabetes mellitus
1. typu 1 vzdrave] populacii vramci Slovenska a vysledky porovnat s celosvetovymi
literarnymi idajmi,

3. analyzovat pritomnost’ autoprotilatok typickych pre diabetes mellitus typu 1A v Case

stanovenia diagnozy a sledovat’ ich vzt'ah s pritomnost'ou jednotlivych HLA molekul.

3.2. MATERIAL A METODIKA

VysSetrovany subor tvorilo 89 pacientov (43 muzov a 46 zien) vo veku 4 — 24,5 roka
s diagnozou diabetes mellitus 1. typu stanovenou do 19. roka zivota na zaklade medzinarodne
akceptovanych kritérii: typicky klinicky obraz s hyperglykémiou, osmotickou polyuriou
a polydypsiou, stratou hmotnosti, poruchami acidobazickej rovnovéahy, znizenou az nulovou
koncentraciou plazmového C-peptidu. U pacientov s DM1A bola naviac pritomnd pozitivita
autoprotilatok ako markera autoimunitnej inzulitidy (50). Pochadzali z viacerych regionov
Slovenska (Bratislava, Martin, KoSice, Prievidza).

Zdravl populaciu reprezentovala kontrolna skupina tvorena 53 dobrovolnymi darcami (29
muzov a?24 zien) vo veku 26 — 69 rokov: nediabetici, bez pribuzenskych vztahov,
s negativnou rodinnou anamnézou na vyskyt DM 1. aj 2. typu.

Projekt bol schvaleny Etickou komisiou Jesseniovej lekarskej fakulty Univerzity
Komenského v Martine. Pacienti, resp. ich zdkonni zastupcovia boli pouceni a podpisali
informovany suhlas.

Na zaklade anamnézy a zo zdravotnej dokumentécie bol u vSetkych pacientov zhodnoteny
vek, pohlavie, vek pri stanoveni diagnozy a diZzka trvania choroby, hodnoty C-peptidu v ¢ase
stanovenia diagnozy.

U pacientov bola vykonany odber venéznej krvi do skiimaviek obsahujucich
antikoagulacné ¢inidlo EDTA. DNA bola izolovana fenol — chloroformovou metédou. DNA
bola spracovand PCR-reakciou a nasledne bola vykonana typizacia jednotlivych HLA aliel
PCR — SSP metédou primermi GenoVision (Olerup SSP™ AB Sweden) (153, 154,141,142).

Polymerazova ret'azova reakcia (PCR, polymerase chain reaction) sa vyuziva na ziskanie
dostatoéného mnozstva DNA pre potrebné analyzy. Principom PCR je amplifikacia
Specifickych usekov DNA in vitro polymerizaciou pri vyuziti katalytického tuc¢inku
Specifického enzymu DNA-polymerazy. Nasledne sa pouziju synteticky pripravené primery,
ktoré maju sekvenciu komplementarnu k sekvencidm na 3’-konci oboch vladkien

rozmnozovaného useku.
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Proces dalej pokracuje syntézou chybajuceho komplementarneho useku DNA. Vlastna
syntéza sa odvija od primerov pripajanim jednotlivych komplementarnych nukleotidov
pomocou DNA — polymerazy (termostabilny enzym, ktory znesie aj vysoké teploty; izolovany
z baktérie Thermus aquaticus Zzijucej v horucich pramenoch, preto aj oznalenie Taq —
polymeraza). Pri opakujucich sa cykloch novosyntetizované vlakna slizia ako material pre
d’al$iu syntézu v nasledujucich cykloch; mnoZzstvo ziskanej DNA teda rastie exponencialnym
radom. Po skonceni PCR reakcii sa ich produkty nanesu na agardézovy gél zafarbeny
etidiumbromidom apo prebehnuti elektroforézy sa vysledky vyhodnotia na UV-
transluminatore (155).

Urcovali sme frekvenciu vyskytu HLA aliel druhej triedy — v celom subore boli typizované
HLA-DQBI alely (u 89 diabetikov a 53 darcov v kontrolnej skupine), d’alej HLA-DQA1 u 51
diabetikov a 49 darcov v kontrolnej skupine, HLA-DRB1 u 76 diabetikov a 53 darcov
v kontrolnej skupine, HLA-DPB1 u 79 diabetikov a 45 darcov v kontrolnej skupine.

Najneskor do jedného roka od stanovenia diagnézy bola u vacSiny diabetikov po HLA-
typizacii zistena pritomnost’ autoprotilatok: proti dekarboxylaze kyseliny glutamovej (GADA)
u 70 pacientov, proti tyrozinfosfataze (IA-2A) u 57 pacientov a proti inzulinu (IAA) u 19
pacientov s diagn6zou DM1A. Protilatky boli stanovované metédou ELISA (Enzyme - Linked
Immunosorbent Assay), pouzité boli kity ,,GADA ELISA kits“ a,IAA ELISA kits“
(Immunotech, France) a ,,Diaplets Anti-IA-2" (Roche Diagnostics GmbH, Germany).

Pri tejto metdde sa na nosi¢ nadviaze protilatka a prida sa analyzovany antigén, ktory sa
viaze so Specifickou protilatkou. Vytvoreny komplex antigén — protilatka sa deteguje
antiimunoglobulinmi, resp. antiprotilaitkami (t. j. protilatkou proti prislusnej triede
imunoglobulinov), ktoré obsahuji enzym. Tento enzym, pritomny v komplexe ,,antigén —
protilatka — antiprotilatka® substrat rozStiepi, ¢im sa zmeni farba indikédtora. Kvantitativne

vyhodnotenie je zalozené na fotometrickom merani intenzity tohto sfarbenia (155, 156).

STATISTICKE SPRACOVANIE
Vysledky boli Statisticky spracované nasledovne:
* na zistenie vztahu medzi pritomnostou prislusnej alely, prip. kombinacie aliel
a pritomnost'ou choroby sme pouzili Pearsonov Chi — kvadratovy test,
= Fisherov exaktny test v pripade, Ze bola nizka frekvencia vyskytu sledované¢ho znaku,
= pri sledovani vztahov medzi kvantitativnymi premennymi a pritomnost'ou urcitej alely

sme pouzili Mann — Whitneyov U test,
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= za Statisticky signifikantné sme povazovali vysledky s hladinou Statistickej vyznamnosti
rovnou alebo menSou ako 5 % (p < 0,05), pre prehladnost’ sme v tabul’kach a obrazkoch
Statisticky vyznamné vysledky odlisili farebne nasledovne:

e Statisticky vyznamné parametre s predispozi¢nym vplyvom na vyvoj DM 1A,

e Statisticky vyznamné parametre s protektivnym vplyvom na vyvoj DM 1A,

e Statisticky vyznamné parametre s neutralnym vplyvom na vyvoj DM 1A, resp. bez suvisu
s predispoziciou, resp. protektivitou k vyvoju choroby,

= hodnoty kvantitativnych premennych uddvame ako priemer + Standardnd odchylka, resp.
interkvartilny rozsah.

Vsetky cCiselné tdaje ziskanych vysledkov uvadzame s presnostou na jedno desatinné

miesto (s vynimkou hladin Statistickej vyznamnosti).

3.3. VYSLEDKY

Charakteristika suboru:

V subore 89 pacientov s diagndzou diabetes mellitus 1. typu s priemernym vekom 15,5 +
4,7 roka bolo 43 (48,3 %) chlapcov a 46 (51,7 %) dievéat vo veku 4 — 24,5 rokov (tab. 11).
Najpocetnejsia bola skupina pacientov vo veku 15 — 18 rokov (33 pacientov, 37,1 %). Pre
vacsiu prehladnost’ je rozdelenie suboru podla vekovych pasiem uvedené aj v tab. 12 ana
obr. 8.

Pri deleni suboru do vekovych pasiem sme pouzili rozdelenie podla WHO kategorizécie
(143) na pacientov vo veku 0 — 3 roky (0 — 36 mesiacov ), 4 — 6 rokov (37 — 72 mesiacov), 7 —
10 rokov (73 — 120 mesiacov), 11 — 14 rokov (121 — 168 mesiacov), 15 — 18 rokov (169 —
216 mesiacov) a viac ako 18 rokov (viac ako 217 mesiacov).

Priemerna diZka trvania choroby bola 7,2 + 3,8 rokov (0,7 — 20,3 roka) — tab. 13 a priemer-
ny vek pacientov s DM 1. typu pri stanoveni diagndzy bol 8,3 = 4,8 rokov (tab. 14, obr. 9).

Tab. 11 Vekové zlozenie suboru diabetikov

Pohlavie
Spolu Dievcata Chlapci
N 89 46 43
Pocet % 100 51,7 48,3
Priemerny 15,5+4,7 15,7+4,3 15,3+5,3
Vek Minimélny 0,6 6,9 0,6
(roky) Maximalny 24,5 24,5 20,3
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Tab. 12 Rozdelenie stboru diabetikov do vekovych pasiem

Vekové pasma (roky) Spolu
4-6 7-10 11-14 | 15-18 | >18 N)
Dievcata N 0 6 10 18 12 46
Chlapci N 4 5 4 15 15 43
N 4 11 14 33 27 89
Spolu
% | 45 | 124 | 157 | 371 303 1000
Obr. 8 Rozdelenie suboru diabetikov do vekovych pasiem
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Tab. 13 Priemerna diZka trvania choroby
Pohlavie
Spolu Dievcata Chlapci
Priemerné 72+3,8 8,5+4,1 7.4 +3,6
Trvanie choroby Minimalne 0,7 0,9 0,7
(roky) Maximalne 20,3 20,3 19,8
Tab. 14 Priemerny vek pacientov pri stanoveni diagnézy
Pohlavie
Spolu Dievcata Chlapci
Priemerny 8,+4,8 8,2+4,6 8,4+5,1
Vek pristanoveni dg | Minimalny 0,8 0,9 0,8
(roky) Maximalny 18,8 18,8 18,6

Rozdelenie celého suboru diabetikov podla veku pri stanoveni diagndzy ako aj pomerné

zastupenie dievcat a chlapcov je uvedené v tab. 15a, podobne ako pri samostatnej analyze

jednotlivych pohlavi v tab. 15b, c.
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U dievcat bol priemerny vek pri stanoveni diagnozy 8,2 + 4,6 rokov, najviac diagnosti-
kovanych pripadov bolo vo vekovej skupine 7 — 10 rokov (17 pacientiek, 36,9 %), 11 — 14
rokov (9 pacientiek, 19,6 %) ako aj 0 — 3 rokov (8 pacientiek, 17,4 %) - tab. 15b, obr. 10.

U chlapcov bol priemerny vek pri stanoveni diagndzy takmer zhodny — 8,4 + 5,1 rokov,
priCom najcastejSie, Co znamena, ze az u Stvrtiny z nich bola choroba rovnako ako u dievcat
diagnostikovana vo veku 7 — 10 rokov (11 pacientov, 25,6 %); d’alej tu dominovalo vekové

pasmo 0 — 3 ro¢nych (9 pacientov, 20,9 %) - tab. 15c, obr. 10.

Obr. 9 Rozdelenie suboru diabetikov do vekovych pasiem podla veku pri stanoveni diagnozy

w
o

N
(¢}

o
|

= N
o O

pocet pacientov (n)

o O

4-6

7-10

11 -14

15-18

vek pri stanoveni diagnézy (roky)

>18

Tab. 15a Rozdelenie suboru diabetikov do vekovych pasiem

podl'a veku pri stanoveni diagnozy

Vekové pasma (roky) N
0-3 | 4-6 | 7-10 | 11—-14 | 15-18 | >18 | Spolu | %
Dievéata | N 8 6 17 9 5 1 46
% 9,0 6,7 19,1 10,1 5,6 1,2 51,7
Chlapci | N 9 8 11 8 5 2 43
% 10,1 9,0 12,4 9,0 5,6 2,2 48,3
Spolu N 17 14 28 17 10 3 89
% 19,1 15,7 31,5 19,1 11,2 3,4 100,0
Tab. 15b Rozdelenie suboru diabetikov (dievéat) do vekovych péasiem
podl'a veku pri stanoveni diagnozy
Vekové pasma (roky) N
0-3 | 4-6 |7-10] 11-14 | 15— 18 | >18 | Spolu | %
Dievéata | N 8 6 17 9 5 1 46
% 17,4 13,1 36,9 19,6 10,9 2,1 100,0
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Tab. 15¢ Rozdelenie suboru diabetikov (chlapcov) do vekovych pasiem
podl’a veku pri stanoveni diagndzy

Vekové pasma (roky) N
0-3]14-6|7-10] 11-14 | 15— 18 > 18 Spolu | %
Chlapci | N 9 8 11 8 5 2 43
% | 20,9 18,6 | 25,6 18,6 11,6 4,7 100,0

Obr. 10 Rozdelenie suboru diabetikov (dievcat a chlapcov) do vekovych pasiem
podla veku pri stanoveni diagnézy
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Vzhladom na to, ze pre manifestaciu DMIA je v literatire udavand sezonna variabilita,

sledovali sme u pacientov aj mesiac, v ktorom bola stanovena diagnéza. V nami sledovanom

subore to bolo najcastejSie vo februdri a septembri (zhodne

12,4 %), naopak, najmenej

novodiagnostikovanych pacientov bolo v juli aauguste (zhodne 2,3 %). Osobitne sme

analyzovali skupinu pacientov s vekom do 3 rokov pri stanoveni diagndzy — najviac novych

pripadov bolo podobne vo februari a septembri, rovnako ako aj v aprili (tab. 16, obr. 11 a,b).

v ktorom bola stanovena diagnoza

Obr. 11a Rozdelenie celého suboru diabetikov podl'a mesiaca,
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Obr. 11b Rozdelenie suboru diabetikov do 3 rokov veku v €ase stanovenia diagnozy
podl'a mesiaca, v ktorom bola stanovend diagndza
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Tab. 16 Rozdelenie suboru diabetikov podl'a mesiaca, v ktorom bola stanovena diagnéza,
hodnotené u vSetkych pacientov spolu a osobitne u pacientov do veku 3 rokov
v Case stanovenia diagndzy

Pacienti
Mesiac stanovenia diagnozy Spolu Do 3 rokov
N % N %
Januar 7 7.9 0 0,0
Februar 11 12,4 3 17,6
Marec 10 11,2 2 11,8
April 9 10,1 3 17,6
M4 7 7,8 2 11,8
Jun 4 4,5 1 59
Jul 2 2,3 1 5.9
August 2 2,3 0 0,0
September 10 11,2 3 17,6
Oktober 11 12,4 1 5,9
November 10 11,2 0 0
December 6 6,7 1 5,9
Spolu | 89 | 100,0 | 17 | 100,0

Zdravl populaciu zastupovala kontrolna skupina 53 dobrovol'nych darcov: nediabetikov,
bez pribuzenského vzt'ahu, s negativnou rodinnou anamnézou na vyskyt diabetes mellitus 1.
aj 2. typu, vo veku 26,1 — 69,1 rokov (priemerny vek 45,1 + 10,6), pochadzajicich rovnako
z viacerych regionov SR. V subore bolo 29 (54,7 %) muzov a 24 (45,3 %) Zien (tab. 17).

Tab. 17 Vekové zlozenie kontrolnej skupiny

Spolu Pohlavie
Zeny Muzi
N 53 24 29
Pocet % 100,0 45,3 54,7
Priemerny vek Roky 45,1 £10,6 436 +7,1 46,4+ 5,6
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3.3.1. Analyza pritomnosti HLA-aliel druhej triedy

HLA typizéciu sme realizovali tak v stibore pacientov s diabetes mellitus 1. typu, ako aj
v kontrolnej skupine. Urcovali sme pritomnost HLA aliel druhej triedy, tj. HLA-DRBI, -
DQAI, -DQBI a -DPBI. Ziskané vysledky sme publikovali vo viacerych pracach (51, 85, 86,
157).

HLA-DRBI1 alely sme urcili u76 diabetikov a v kontrolnej skupine 53 dobrovolnych
darcov (tab. 18, obr. 12).

Najfrekventovanej$imi Statisticky vyznamne cCastejSimi alelami v subore diabetikov boli

HLA-DRBI1*03 a *04 (tab. 25). Alela HLA-DRBI1*03 sa vyskytovala u 90,8 % diabetikov

v porovnani s iba 11,4 % v kontrolnej skupine (p < 0,0001). Najvyssiu frekvenciu spomedzi
DR3 aliel vo vySetrovanom stbore mali alely DRBI1*03:01 a DRBI1*03:02 (32,9 %
u diabetikov vs. 9,4 %, p = 0,0007, resp. 30,3 % vs. 0 %, p < 0,0001). Alely DRBI1*03:0x sa

vyskytovali u 27,6 % diabetikov v porovnani s len 1,9 % v kontrolnej skupine (p < 0,0001).
HLA-DRBI*04 alely sa vyskytovali v stibore diabetikov v 39,5 % (bez DRB1*04:03 v 36,9

%), v kontrolnej skupine u 11,4 % (p < 0,0001). Z nich sa Statisticky signifikantne CastejSie
v skupine diabetikov vyskytovala alela DRB1*04:01 (30,3 % vs. 5,7 % v kontrolnej skupine,
p = 0,0006). V kontrolnej skupine sa naproti tomu signifikantne CastejSie vyskytovali alely
DRBI*11:0x — 5,3 % v subore diabetikov vs. 32,1 % v kontrolnom subore (p = 0,00006)
aDRBI*15:0x — 2,6 % udiabetikov vs. 32,1 % (p < 0,0001). Vysledky ostatnych

sledovanych aliel nedosiahli $tatisticki vyznamnost'.

Obr. 12 Frekvencia vyskytu HLA-DRBI1 aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine
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Pozn.: Statistické signifikantnost’ zndzornena bodkou.
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Tab. 18 Frekvencia vyskytu HLA-DRBI aliel u pacientov s DM 1. typu
a v kontrolnej skupine

Diabetici Kontroly Statistickd vyznamnost’
(n=76) (n=353) (P
HLA- N % N % Chi-kvadrat test Fisherov test
DRBI1*01:0x 9 11,8 11 20,8 0,5911 0,6066
DRB1*03:01 25 32,9 5 9,4 0,0007 0,0006
DRBI1%03:02 23 30,3 0 0 <0,0001 <0,0001
DRB1*03:0x 21 27,6 1 1,9 <0,0001 <0,0001
DRB1%04:01 23 30,3 3 5,7 0,0006 0,0006
DRB1*04:03 2 2,6 3 5,7 0,7824 1,0000
DRBI%*04:0x 5 6,6 3 5,7 0,1065 0,1237
DRBI1*07:0x 6 7,9 11 20,8 0,3051 0,4038
DRBI1*08:0x 4 5,3 5 9,4 0,7581 0,7594
DRBI1%09:0x 2 2,6 1 1,9 0,5065 0,6433
DRBI1*11:0x 4 53 17 32,1 0,0006 0,0013
DRBI1*12:0x 1 1,3 2 3.8 0,8036 1,0000
DRBI1*13:0x 16 21,1 14 26,4 0,3381 0,4219
DRBI1*14:0x 2 2,6 6 11,3 0,1921 0,2275
DRBI1*15:0x 2 2,6 17 32,1 <0,0001 <0,0001
DRB1*16:0x 7 9,2 7 13,2 0,3929 0,4314

Pozn.: ,.x* znamena existenciu viacerych izoforiem

Tab. 19 Frekvencia vyskytu naj¢astejSich HLA-DRBI1 aliel — DR3, DR4
u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine

Diabetici Kontroly Statisticka
(N =76) (N =53) vyznamnost’
HLA- N % Y% ()
DRB1%03 69 90,8 11,4 <0,0001
*
(ok?fnfi 03?03) 28 36,9 11,4 <0,0001

Alely HLA-DQA1 sme urcovali u51 diabetikov au 49 jedincov v kontrolnej skupine
(tab. 20, obr. 13). NajpocetnejSou a zaroven signifikantne ¢astejSou v subore diabetikov bola
alela DQA1*05:01 (37,3 % vs. 16,3 % v kontrolnej skupine, p = 0,0184), nasledovala alela
DOAT*03:01 (31,4 % vs. 12,2 %, p = 0,0210). Naopak vyssi a signifikantne Castejsi vyskyt
v kontrolnej skupine sme zaznamenali u aliel DQAI1%*02:01 (3,9 % u diabetikov vs. 18,4 %,
p =0,0210) a DOAI*01:02 (7,8 % vs. 22,4 %, p = 0,0409). Vysledky ostatnych sledovanych

aliel nedosiahli Statisticki vyznamnost’.
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Tab. 20 Frekvencia vyskytu HLA-DQAT1 aliel u pacientov s DM 1. typu
a v kontrolnej skupine

Diabetici Kontroly Statistickd vyznamnost’
(n=151) (n=49) ()

HLA- N % N % Chi-kvadrat test | Fisherov test
DQAI*01:01 3 5,9 6 12,2 0,2664 0,3134
DQAI1*01:02 4 7,8 11 22,4 0,0409 0,0518
DQAI*01:03 3 59 4 8,2 0,6550 0,7124
DQAT%02:01 2 3,9 9 18,4 0,0210 0,0264
DQA1*03:01 | 16 31,4 6 12,2 0,0210 0,0292
DQAI1*03:03 1 2,0 1 2,0 0,9772 1,0000
DQA1%04:01 1 2,0 2 4,1 0,5343 0,6136
DQAI*05:01 | 19 37,3 8 16,3 0,0184 0,0243
DQAI*05:03 2 3,9 2 4,1 0,9674 1,0000

Obr. 13 Frekvencia vyskytu HLA-DQAT1 aliel u pacientov s DM 1. typu
a v kontrolnej skupine
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Pozn.: Statistické signifikantnost’ zndzornena bodkou.

Typizaciu HLA-DQBI aliel sme urobili u 89 pacientov s diagn6zou DM 1. typu au 53
dobrovolnych darcov (tab. 21, obr. 14).

Alelami s najvysSou frekvenciou vyskytu v ramci HLA-DQBI1 boli DOB1*03:02 (52,8 %
u diabetikov vs. 11,3 % v kontrolnom subore, p < 0,0001) a DOBI1*02:01 (51,6 %
u diabetikov vs. 20,8 % v kontrolnej skupine, p = 0,0003). Signifikantne CastejSie sa dalej
v stbore diabetikov vyskytovali aj alely DOB1*02:02 a DOB1*02:03 (25,8 % u diabetikov
vs. 7,5 %, p = 0,0072; resp. 12,3 % vs. 0 %, p = 0,0077). Pri alele DOQBI1*03:01 sme naopak
zaznamenali vysSiu frekvenciu vyskytu v kontrolnej skupine (5,6 % u diabetikov vs. 35,8 %,
p < 0,0001), rovnako ako u DOQBI1*06:02 (3,4 % u diabetikov vs. 35,8 % v kontrolnej skupi-
ne, p <0,0001). Vysledky ostatnych sledovanych aliel nedosiahli Statistickul vyznamnost’.
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Tab. 21 Frekvencia vyskytu HLA-DQBI aliel u pacientov s DM 1.typu
a v kontrolnej skupine

Diabetici Kontroly Statisticka vyznamnost’
(n=89) (n=53)

HLA- N % N % Chi-kvadrat test | Fisherov test
DQOBI1%02:01 46 51,6 11 20,8 0,0003 0,0004
DOBI1%02:02 23 25,8 4 7,5 0,0072 0,0076
DQOBI1*02:03 11 12,3 0 0 0,0077 0,0070
DQOBI1*03:01 5 5,6 19 35,8 <0,0001 <0,0001
DOBI1%03:02 47 52,8 6 11,3 <0,0001 <0,0001
DQOB1*03:03 12 13,5 3 5,7 0,1424 0,1688
DOBI1*04:0x 4 4,5 5 9,4 0,2426 0,2939
DQOBI*05:0x 25 28,1 16 30,2 0,9851 1,0000
DOBI1%*06:02 3 3.4 19 35,8 <0,0001 <0,0001
DQOBI1*06:04 3 3.4 5 9,4 0,1296 0,1494

Pozn.: x znamen4 existenciu viacerych izoforiem

Obr. 14 Frekvencia vyskytu HLA-DQBI aliel u pacientov s DM 1.typu

a v kontrolnej skupine
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Pozn.: Statisticka signifikantnost’ znazornena bodkou.

Frekvencie aliel lokusu HLA-DP boli v porovnani s vyssie uvedenymi lokusmi -DR a -DQ

analyzované omnoho menej casto a v slovenskej populacii vobec. Nas stbor tvorilo 79

diabetikov a 45 dobrovol'nikov (tab. 22, obr. 15).

Alela DPBI1*01:01 sa vyskytovala u 20,3 % diabetikov a v kontrolnej skupine len u 4,4 %,

pricom tento rozdiel bol Statisticky vyznamny (p = 0,0236). Naopak vysSiu a Statisticky

vyznamne castejSiu frekvenciu vyskytu v kontrolnej skupine sme zaznamenali pri alelach

DPB1*04:02 (16,5 % udiabetikov vs. 37,7 % v kontrolnej skupine, p =

0,0077)

a DPB1*17:01, ktord sa vyskytovala vylu¢ne len u 3 jedincov v kontrolnej skupine (0,0 %

u diabetikov vs. 6,7 %, p = 0,0202).
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NajpocetnejSou bola sice v oboch suboroch alela DPB1*04:01 (84,8 % u diabetikov vs.
88,9 %), rozdiely medzi sledovanymi stibormi vSak nedosiahli Statisticka signifikantnost’ (p =

0,1828), rovnako ako ani u ostatnych sledovanych aliel.

Tab. 22 Frekvencia vyskytu HLA-DPBI aliel u pacientov s DM 1. typu
a v kontrolnej skupine

Diabetici Kontroly Statistickd vyznamnost’
(n=79) (n=45) P
HLA- N % N % Chi-kvadrat test Fisherov test
DPB1*01:01 16 20,3 2 4,4 0,0236 0,0289
DPB1%02:01 14 17,7 12 26,7 0,2394 0,2584
DPB1*02:02 2 2,5 0 0 0,2819 0,5338
DPBI1%03:01 21 26,6 8 17,8 0,5102 0,6476
DPB1%03:02 1 1,3 1 2,3 0,6844 1,0000
DPBI1%04:01 67 84,8 40 88,9 0,1828 0,2391
DPBI1*04:02 13 16,5 20 37,7 0,0077 0,0096
DPBI1*05:01 1 1,3 0 0 0,4486 1,0000
DPB1%*06:01 2 2,5 0 0 0,2819 0,5338
DPBI1*08:01 2 2,5 0 0 0,2819 0,5338
DPBI1*10:01 1 1,3 2 4,4 0,2680 0,2979
DPBI1*11:01 0 0 2 4,4 0,0589 0,1298
DPBI1*13:01 5 6,3 0 0 0,0849 0,1578
DPB1*15:01 1 1,3 0 0 0,4486 1,0000
DPBI1*16:01 3 3,8 0 0 0,1857 0,5529
DPB1*17:01 0 0 3 6,7 0,0202 0,0458
DPB1%*26:01 2 2,5 0 0 0,2819 0,5338
DPB1%32:01 1 1,3 0 0 0,4486 1,0000
DPB1*33:01 2 2,5 0 0 0,2819 0,5338
DPBI1*40:01 2 2,5 0 0 0,2819 0,5338

Obr. 15 Frekvencia vyskytu HLA-DPBI1 aliel u pacientov s DM 1. typu
a v kontrolnej skupine
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Pozn.: Statistick4 signifikantnost’ znazornena bodkou.
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3.3.2. Vizba HLA-DP aliel na alely kodujiuce HLA-DR a -DQ molekuly

Sledovali sme aj pripadnti vdzbu predispozicnych, resp. protektivnych HLA-DP aliel
s alelami, ktoré determinujit DR a DQ molekuly (tab. 23, 24). Predispozicnd HLA-alela
DPB1*01:01 sa signifikantne CastejSie vyskytovala u pacientov, ktory boli zaroven nositel'mi
DRB1*03 (z 12 pacientov s DPB1*0101 malo 11 zaroveiit DRB1*03, 91,7 % vs. 8,3 %, p =
0,0030) alebo alely DRBI*04 (83,3 % vs. 16,7 %, p = 0,0304). Podobne sa alela
DPB1*01:01 signifikantne CastejSie zdruzovala s alelou DQBI1*02:01 (86,7 % vs. 13,3 %,
p = 0,0039). Viazbu alely DPBI1*01:01 s alelami DQOBI1*03:02, DQOAI*05:01, resp.
DQOAI1*03:01 sme v naSom subore diabetikov neprekazali.

Protektivna alela DPBI*04:02 sa Statisticky signifikantne CastejSie nevyskytovala so
ziadnou zo sledovanych protektivnych DR a DQ aliel (tab. 24).

Tab. 23 Vazby predispozicnej alely HLA-DPB1*01:01 s predispozi¢nymi DR a DQ alelami
v subore diabetikov

HLA-DPBI1*01:01 non — HLA-DPBI*01:01 o<
HLA- N % N % P
DRBI*03 11 91,7 1 8.3 0,0030
DRBI*04 10 833 2 16,7 0,0304
DOBI*02:01 13 86,7 2 13.3 0,0039
DOBI*03:02 5 33.4 10 66.6 0,1098
DOAI%05:01 7 77.8 2 222 0,1505
DOAI%03:01 3 334 6 66.6 0,0844

Tab. 24 Vizby protektivnej alely HLA-DPB1*04:02 s protektivnhymi DR a DQ alelami
v kontrolnej skupine

HLA-DPBI%04:02 non — HLA-DPB1%04:02 o<
HLA- N % N % P

DRBI*15:0x 3 25.0 9 75.0 0,2863
DRBI*11:0x 5 45.5 6 545 0,5457
DOBI*06:02 4 23.5 13 76,5 0,1245
DOBI*03:01 10 52,6 9 474 0,0789
DOAI*01:02 8 50,0 8 50,0 0,8542
DOAT*02:01 7 43.8 9 56,2 0,6521

Vztah HLA aliel a veku pri stanoveni diagnozy
Sledovali sme aj vztah medzi pritomnostou predispozicnych HLA-aliel a vekom pri
stanoveni diagnozy (tab. 25). U jednotlivych predispozicnych HLA-aliel sme vypocitali

priemerny vek pri stanoveni diagnézy pre nositelov urcitej alely a porovnali sme ho
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s pacientmi, ktory uvedenu alelu nemali. Statisticky signifikantné rozdiely sme zaznamenali
u pacientov s alelou DOBI1*02:01, ktori boli mladsi v porovnani s pacientmi, ktori alelu
nemali (priemerny vek 7,9 rokov u nositelov alely DQBI1*02:01 v porovnani s 8,3 rokmi
u pacientov bez nej, p = 0,0219). Podobne bol priemerny vek signifikantne nizsi u pacientov
s alelou DOBI1*03:02 (7,8 rokov vs. 9,0 rokov, p =0,0001) a DQA1*03:01 (8,2 rokov vs. 8,5
rokov, p = 0,0001). Naopak pacienti s alelou DPB1*01:01 boli signifikantne starsi (9,4 rokov
u nositelov alely vs. 8,1 rokov, p = 0,0316). Vekovl zavislost’ pri alelach DRBI*03,
DRB1%*04 a DOAI*05:01 sme naproti tomu v naSom subore nezistili.

Tab. 25 Porovnanie priemerného veku pri stanoveni diagnézy u pacientov
s jednotlivymi predispozicnymi HLA alelami a bez nich

Pacienti s HLA- Pacienti bez HLA-
Priemerny | Interkvartilny | Priemerny | Interkvartilny P
HLA- vek (roky) | rozsah (roky) | vek (roky) | rozsah (roky)
DRBI1%*03 6,9 2,8-10,9 8,3 6,3—-13,5 0,0921
DRB1%*04 7,9 34-98 8,3 3,6 —13.3 0,4488
DOB1*02:01 7,9 3,6—11,3 8,3 5,2-12,0 0,0219
DOB1*03:02 7,8 3,6-9,4 9,0 5,7-143 0,0001
DQAI1*05:01 8,2 4,75-11,2 8,3 34-114 0,9685
DQA1*03:01 8,2 5,1-9,2 8,5 3,6—12.3 0,0001
DPBI1*01:01 9,4 6,5-11,1 8,1 45-124 0,0316

3.3.3. Analyza pozitivity Specifickych autoprotilatok

V subore diabetikov sme d’alej sledovali vyskyt a pozitivitu nasledovnych autoprotilatok
zisten najneskor do jedného roka po stanoveni diagnodzy: protilatky proti dekarboxylaze
kyseliny glutdimovej (GADA), tyrozinfosfataze B-buniek pankreasu (IA-2A) a proti inzulinu
(IAA) (tab. 26). Za pozitivne sme povazovali hodnoty > 1 IU.ml" pri GADA aj IA-2A a> 10
TIU. ml™ pri IAA.

Vzhl'adom ktomu, ze nie vSetci pacienti mali vySetrené vSetky autoprotilatky, resp.
niektori nemali vySetrenu Ziadnu a tiez pre vacsSiu prehl'adnost’, uvadzame v tab. 27 hodnoty
jednotlivych parametrov. Okrem iného z nej vyplyva, ze u 19 pacientov s poradovymi ¢islami
1 — 19 (21,4 %) sa nevysetrovali nijaké protilatky. Aspon jednu autoprotilatku (vzdy pritom
iSlo 0 GADA) malo vysetrenych 70 diabetikov (poradové ¢isla 20 — 89, 78,6 %), 57 z nich
(poradové ¢isla 33 — 89, 64,1 %) malo vySetrenu aj protilatku proti tyrozinfosfatdze -buniek
pankreasu (IA-2A) a z nich malo 19 pacientov (poradové €isla 71 — 89, 21,4 %) vySetrenu aj
protilatku proti inzulinu (IAA) —t. j. vSetky tri sledované autoprotilatky.
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Tab. 26 Rozdelenie suboru diabetikov podl'a vySetrenej autoprotilatky

GADA
Iba +IA-2A | +IA-2A Nijaka Spolu
GADA +IAA autoprotilatka
Pocet N 13 38 19 19 89
% 14,5 42,7 214 21,4 100,0

Pocty pacientov podla typu vySetrenej autoprotilatky, resp. ich kombinécie st uvedené
v tab. 26. Takmer rovnaké zastipenie (zhodne po 1/5) predstavuju pacienti, ktori maja
vysetrent len GADA, ako aj ti, ktori maju vySetrené¢ vSetky tri, resp. ziadnu zo sledovanych
protilatok. Zvys$né 2/5 predstavujui pacienti, ktori maji vySetreni kombinaciu GADA + IA-
2A.

Pozitivita jednotlivych protilatok sa prakticky neliSila (tab. 28, obr. 16) a pohybovala sa od
52,6 % (IAA) do 61,4 % (GADA).

Obr. 16 Pozitivita autoprotilatok v subore diabetikov pri ich hodnoteni jednotlivo
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Pri analyze tychto nalezov vzhl'adom k pohlaviu (tab. 29) sme zistili, ze pri [A-2A
Statisticky signifikantne prevazovali dievéatd (19 vs. 12 chlapcov, p = 0,0215), kym

pri GADA, resp. IAA sme tento rozdiel vo vyskyte medzi pohlaviami nepozorovali.
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Tab. 27 Hodnota vySetrenych autoprotilatok u diabetikov

Po | GAD | IA- IA- IA-
¢. hl. A 2A | JAA | ¢. ohl. | GADA | 2A | IAA | ¢ | Pohl. | GADA | 2A IAA
1 3 - - - 131 3 1,95 - - |61 Q 0,9 0,6 -
2 | ¢ - — | - 3] 9 0,1 — [~ Te| & 0,1 02 | -
3 3 - - - 133 3 0,1 0,2 - | 63 Q 0,7 3,5 -
4 |9 _ — = 34 ¢ 045 [182] — 64| & 8,0 9.1 —_
5 3 - - - 135 3 6,5 0,2 - | 65 Q 4,4 10,2 -
6 | ¢ - — | - 136] & 24 029 - [66] © 05 | 04 | -
7 3 - - - 1371 & 0,1 0,6 - |67 Q 0,1 7,6 -
8 | ¢ - — | - [38] 9 67 |189] — |68] © 54 0,1 -
9 | 9 - — | — 139 g3 0.1 |02 - [69] @ 05 | 79 | -
10 | ¢ - — | = Ja0] 9 01 [180] - [70] © 33 | 207 | -
THE — - - Ta] g 123 (02 ] - [711] © 1,52 | 1,71 | 12,1
2| Jd — — | - Ta] g 58 |02 ] - [72] @ 284 [3321] 1,72
13| J — — - 43 ¢ 01 [e62] — [713] @ [ 21,12 ] 1,38 ] 0,57
14 | ¢ - — |~ 4| 3 ] 185 |02 | - [74] @ | 1692 | 828 | 18,33
15 Q - - - |45 3 3,6 4,5 - |75 3 2,55 8,79 | 2,87
16 | & _ — - T46] ¢ 01 |127] - [76] & 1,01 | 2442 | 17,95
17 | & - - - 47| & 0,3 021 - [77] & 0,16 0,22 | 7,84
18 | & - I T S 74 |50 - [78] © 295 | 0,75 | 20,32
19 | - — [~ 49| ¢ 248 | 24 | — |79 & | 0,69 | 2,71 | 30,12
20 | 9| 832 | - | - [s50] & 05 | 20 | — |80 ] & | 054 | 607 | 36,1
21 | 4 | 31 = Ts1] & 52 |02 ] — [81] @ | 17,07 [1245] 0,59
2 | 4 4,61 - - |52 & 7,5 0,2 - |82 & 0,44 0,22 | 0,77
23 | Q| 133 | - | - [53] 9 01 269 — |83] © 1,7 | 0,41 | 30,84
24 | 3 07 | -] - |54 & 1,5 | 06| - |84]| & 1,01 | 1,73 | 4457
25 | 9 |12 | - | - [55] & 35 | 02| — |8 & 1,54 | 435 | 61,54
26 Q 8,8 - - | 56 Q 0,2 0,7 - |8 | & 1,51 0,12 | 5,13
27 Q 0,1 - - |57 & 0,1 0,2 - |87 & 1,49 5,02 2,2
28 | 9 2055 | - | - [38] © 55 | 08| - |8 & 6,71 | 25,79 | 0,19
29 [ 9] 315 | - | - [359] ¢ 03 |02 ] - [8] © 2,65 | 726 | 17,85
30 | 9 | 037 | — | — [60] ¢ 13 | 25 | —
Pozn.: Pozitivita je zvyraznend tuénym pismom.
Tab.28 Pozitivita autoprotilatok v subore diabetikov pri ich hodnoteni jednotlivo
GADA T1A-2A TAA
N 43 31 10
Pozitivne % 61,4 54,4 52,6
N 27 26 9
Negativne % 38,6 45,6 474
N 70 57 19
Spolu % 100,0 100,0 100,0

Vsetky sledované autoprotilatky boli najCastejSie pozitivne u pacientov, u ktorych bola
diagnoza stanovena vo veku 7 — 10 rokov. GADA boli pozitivne u pacientov s priemernym
vekom pri stanoveni diagnézy 8,3 rokov, IA-2A u 8,2-roénych a IAA u najmladsich, 7,6-

ro¢nych (tab. 30). S pribudajucim vekom pri stanoveni diagnozy u pacientov vyrazne klesala
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pozitivita protilatok, v skupine nad 15 rokov boli len 5 pacienti s pozitivitou GADA (11,6 %),

4 s pozitivnou TA-2A (12,9 %) a IAA bola pozitivna len u 1 pacienta (10 %) (tab. 31, obr.

17).

Tab. 29 Pozitivita autoprotilatok v stibore diabetikov (dievcata a chlapci)

pri ich hodnoteni jednotlivo

GADA T1A-2A TAA
N 21 19 5
Dievcata % 48,8 61,3 50,0
N 22 12 5
Chlapci % 51,2 38,7 50,0
N 43 31 10
Spolu % 100,0 100,0 100,0
P 0,5841 0,0215 0,4625

Tab. 30 Priemerny vek pacientov s pozitivitou jednotlivych autoprotildtok
pri stanoveni diagn6zy

Autoprotilitka Priemerny vek pri stanoveni diagnozy (roky)
GADA 83+3,1
T1A-2A 82+43
TAA 7,6 +472

Obr. 17 Rozdelenie pacientov s pozitivitou jednotlivych autoprotilatok do vekovych pasiem
podl’a veku pri stanoveni diagndzy
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V tab. 32 uvadzame pritomnost’ pozitivity aspoil jednej autoprotilatky (GADA a/alebo IA-
2A a/alebo IAA), ak sa tieto vysetrili a ndsledne hodnotili nie jednotlivo, ale v kombinécidch.
Zatial’ ¢o pri ich samostatnom hodnoteni tak, ako sme to uz uviedli v tab. 31, resp. obr. 17, sa
ich pozitivita pohybovala od 52,6 % (IAA) do 61,4 % (GADA), pri subeZznom vySetreni
viacerych typov autoprotilatok nélez ich pozitivity vyrazne vzrastol. Pozitivita sa pohybovala
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od 78,9 % (GADA + 1A-2A) az do 89,8 % (GADA + IAA, resp. GADA + IA-2A +TAA). Na
druhej strane v skupine pacientov, ktori mali vySetrené vSetky tri sledované autoprotilatky
(N = 19) boli tieto sti€asne pozitivne len u 6 (pacienti s poradovym cislom 71, 74, 76, 84, 85
a 89), tj. priblizne u 1/3 (31,6 %) a vSetky sledované autoprotilatky negativne mali len
2 z nich (poradové Cislo 77 a 82, tab. 27), ¢o predstavuje len 10,5 %.

Tab. 31 Rozdelenie pacientov s pozitivitou jednotlivych autoprotilatok do vekovych péasiem
podl'a veku pri stanoveni diagnozy

Vek
pri stanoveni dg GADA T1A-2A TAA
(roky) N % N % N %
0-3 7 16,3 7 22,6 2 20,0
4-6 8 18,6 3 9,7 2 20,0
7-10 15 34,9 10 32,2 4 40,0
11-14 8 18,6 7 22,6 1 10,0
15-18 5 11,6 3 9,7 0 0
> 18 0 0 1 3,2 1 10,0
Spolu 43 100,0 31 100,0 10 100,0
Tab. 32 Pozitivita aspoil jednej autoprotilatky v subore diabetikov
pri ich vySetreni v kombinacii
Kombinacie autoprotilatok
GADA GADA IA-2A GADA +1A-2A
+ 1A-2A +1AA +1AA +1AA
Pozitivita | N 45 17 16 17
% 78,9 89,5 84,2 89,5
Negativita | N 12 2 3 2
% 21,1 10,5 15,8 10,5
Spolu N 57 19 19 19
% 100,0 100,0 100,0 100,0

3.3.4. Vztahy medzi HLA-alelami a pozitivitou autoprotilatok

Pritomnost’  pozitivity — autoprotildtok sme porovnali s vyskytom jednotlivych
predispozicnych HLA-aliel tak, ako je zndzornené v tab. 33 (HLA-DRB1*03 a DRBI*04), tab.
34 (HLA-DQAI*05:01 a DOQAI*03:01), tab. 35 (HLA-DQOBI1*02:01 a DQBI1%*03:02) a tab. 36
(HLA-DPBI1*01:01).

Protilitka GADA sa vyskytovala signifikantne castejSie u nositelov alely HLA-
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DOBI1%02:01 (40 % vs. 10 %, p = 0,0014). U pacientov s HLA-DRB1*03 a HLA-DRB1*04
sa GADA vyskytovala castejSie (38,9 % vs. 16,9 %, p = 0,0676, resp. 23,7% vs. 13,5 %,

p = 0,6029), avSak Statisticky nesignifikantne — rovnako ako u ostatnych sledovanych
predispozi¢nych aliel.

Asociacia protilatky IA-2A s niektorou z predispozi¢nych HLA aliel dosiahla Statisticka
vyznamnost’ u nositelov alely (35,1 % vs. 14 %, p = 0,0111), naopak u nositel'ov alely
DRBI*03 bola CastejSia negativita IA-2A (35, 3% vs. 23,5 %, p = 0,0269).

Protilatka IAA bola podla vysledkov v nami sledovanom subore negativne asociovana
s pritomnostou HLA-DRB1*03 (bola pritomna u 7,7 % vs. 38,5 % u pacientov bez DRB1*03,
p=0,0483) a HLA-DQBI1*02:01 (10,5 % vs. 31,5 %, p=0,0397).

U predispoziénych HLA-DQAI1, resp. HLA-DPBI1 aliel sme na rozdiel od vysSie

uvedené¢ho nezistili vzt'ah s pozitivitou ziadnej zo sledovanych autoprotilatok.

Tab. 33 Vzt'ah medzi pozitivitou autoprotilatok a pritomnost'ou
predispozi¢nych HLA-DRBI1 aliel

HLA-DRBI1%03 HLA-DRBI1%04
Autoprotilatka N (%) N (%)
Pozit. 23 (38,9 %) 14 (23,7 %)
GADA Negat. 10 (16,9 %) 8 (13,5 %)
(p=) 0,0676 0,6029
Pozit. 12 (23,5 %) 13 (25,5 %)
T1A-2A Negat. 18 (35,3 %) 6 (11,7 %)
(p=) 0,0269 0,0879
Pozit. 1 (7,7 %) 4(30,7 %)
TIAA Negat. 5 (38,5 %) 4 (30,7 %)
(p=) 0,0483 0,7249

Tab. 34 Vztah medzi pozitivitou autoprotilatok a pritomnostou

predispozi¢nych HLA-DQAT1 aliel

HLA-DQA1%05:01 HLA-DQA1%03:01

Autoprotilatka N (%) N (%)

Pozit. 8 (80,0) 11 (84,6)

GADA Negat. 2 (20,0) 2 (15,4)
(p=) 1,0000 0,5482

Pozit. 2 (50,0) 8 (80,0)

T1A-2A Negat. 2 (50,0) 2 (20,0)
(p=) 0,8760 1,000

Pozit. 2 (50,0) 4 (40,0)

TIAA Negat. 2 (50,0) 6 (60,0)
(p=) 0,8760 0,4642
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Tab. 35 Vztah medzi pozitivitou autoprotilatok a pritomnostou
predispoziénych HLA-DQBI aliel

HLA-DQB1%02:01 HLA-DQB1%*03:02
Autoprotilatka N (%) N (%)
Pozit. 28 (40 %) 23 (32,8 %)
GADA Negat. 7 (10 %) 12 (17,1 %)
(p= 0,0014 0,4613
Pozit. 13 (22,8 %) 20 (35,1 %)
TIA-2A Negat. 15 (26,3 %) 8 (14 %)
(p=) 0,2359 0,0111
Pozit. 2 (10,5 %) 7 (36,8 %)
IAA Negat. 6 (31,5%) 7 (36,8 %)
(p=) 0,0397 0,7007

Tab. 36 Vzt'ah medzi pozitivitou autoprotilatok a pritomnostou
predispozicnej] HLA-DPBI1 alely

HLA-DPBI1*01:01

Autoprotilatka N (%)
Pozit. 8 (80,0)

GADA Negat. 2 (20,0)
(p=) 0,1654

Pozit. 2 (25,0)

TA-2A Negat. 6 (75,0)
(p=) 0,1554

Pozit. 1(33,3)

TAA Negat. 2 (66,7)
(p=) 0,7353

Najrizikovejsie HLA haplotypy HLA-DRB1*03:0x, -DQAI1*05:01, -DOB1*02:01 a HLA-
DRBI1*04:0x, -DQAI1*03:01, -DQB1*03:02 malo v naSom subore 15, resp. 18 z 51 diabetikov

(29,4 %, resp. 35,3 %), u ktorych boli naraz typizované DRBI, DQAI aj DOBI alely.

U pacientov s haplotypom HLA-DRBI1*03:0x, -DQAI1*05:01, -DOBI1*02:01 je popisovana
CastejSia asociacia s GADA (26). V nasom subore sme pozitivitu GADA zaznamenali len

u 5 pacientov suvedenym rizikovym haplotypom. Tento vyskyt nedosiahol Statisticka

vyznamnost’ (p = 0,8073) — tab. 37a.

U pacientov s haplotypom HLA-DRBI1*04:0x, -DQAI1*03:01, -DQBI1*03:02 sa udava
Castej$ia asociacia s IA-2 alAA (27). V naSom subore sme pozitivitu [A-2 zaznamenali
u 6 pacientov suvedenym rizikovym haplotypom (p = 0,4164) apozitivitu TAA len
u 3 pacientov (p = 0,7968) — tab. 37b, t. j. u oboch autoprotilatok bez Statistickej vyznamnosti.
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V tab. 38 atab. 39 uvadzame HLA alely pacientov, u ktorych sa zistila pritomnost
vSetkych troch sledovanych autoprotilatok, alebo naopak, nemali ani jednu z nich. Napriek
ocakdvaniu sme medzi tymito skupinami nezistili prakticky Ziadne rozdiely vo vyskyte

predispozi¢nych ani protektivnych aliel.

Tab. 37a Asociacia rizikového haplotypu a vyskyt autoprotilitok GADA

Haplotyp HLA-DRB1*03:0x /-DQAI1*05:01 /-DOBI1*02:01
N 15
% 29,4
Pozitivita GADA 5
(p=) 0,8073

Tab. 37b Asociacia rizikového haplotypu a vyskyt autoprotilatok IA-2A, TAA

Haplotyp HLA-DRB1*04.:0x /-DQAI1*03:01 /-DOBI1*03:02
N 18
% 35,3
Pozitivita IA-2A 6
(p=) 0,4164
Pozitivita I[AA 3
(p=) 0,7968

Tab. 38 HLA alely u pacientov s pozitivitou vsetkych troch sledovanych autoprotilatok

HLA-alela

¢. DOAI DOBI DRBI DPBI

71 *03:01 *03:01 *03:02 *03:02 *04:01 *08:0x - -

74 | *03:03 *05:03 *03:02 *03:02 *04:01 *11:0x *03:01 *16:01
76 | *03:01 *05:01 *03:02 *03:02 *04:01 *12:0x *26:01 *33:01
84 - - *02:01 *03:02 - - - -
85 *01:01 *03:01 *03:02 *05:0x *01:0x *04:01 *03:01 *04:01
89 | *01:02 *03:01 *03:02 *06:04 - - - -

Tab. 39 HLA alely u pacientov s negativitou vSetkych troch sledovanych autoprotilatok

HLA-alela
¢. DOAI DOBI DRBI1 DPBI1
77. | *03:01 *05:01 *02:01 *03:02 *03:01 *04:01 *04:01 *32:01
82. | *02:01 *03:01 *02:02 *03:02 | *07:0x *08:0x *03:01 *04:01
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3.4. DISKUSIA

Autoimunitné choroby v stcasnosti postihuji 5 — 9 % populacie a podla niektorych
autorov su celosvetovo tretou najcastejSou pri¢inou mortality a morbidity (po
kardiovaskularnych a nadorovych chorobéach) (1, 3, 6). Podla existencie, resp. vlastnosti
autoantigénu ich modzeme rozdelit na organovo-Specifické a organovo-neSpecifické
(systétmov¢) choroby. Na ich rozhrani, podla niektorych autorov, stoja choroby
s prevazujicou manifestaciou v uréitom organe, ktoré su ale doprevddzané¢ vyskytom
autoprotilatok proti organovo-neSpecifickym antigénom atiez viacerymi priznakmi
poskodenia mimo cielovy orgdn — tzv. organovo-lokalizované choroby (4, 5).

V kazdodennej klinickej praxi sa najCastejSie stretavame s diabetes mellitus 1. typu,
reumatoidnou artritidou, Gravesovou-Basedowovovou chorobou, pernicidoznou anémiou,
systémovym lupus erythematosus a sclerosis multiplex. Tieto predstavuju viac ako polovicu
vSetkych pacientov postihnutych autoimunitnymi chorobami (autoimunitna etiologia bola
doteraz dokazana pri viac ako osemdesiatich chorobach) (24).

Diabetes mellitus 1. typu moze byt v mnohych ohladoch povazovany za ,prototyp*
organovo-Specifickej autoimunitnej choroby. Téato komplexnd, multifaktoridlna choroba,
ktorej prevalencia v ostatnych rokoch rastie, sa stdva nielen zdravotnickym, ale vzhl'adom
k nakladnosti lieCby pacientov, najmi v stadiu organovych komplikacii, aj celospolo¢enskym
a ekonomickym problémom.

Celosvetovo sa pocet diabetikov 1. typu u deti vo veku 1 — 14 rokov v roku 2011
odhadoval na 490 100 pacientov. Ukazuje sa, Ze pocet diabetikov 1. typu v populécii stipa
ro¢ne priemerne o 3,9 % (tab. 6) (55, 56, 57)

Zvyseny vyskyt sa v stUcasnosti pozoruje najma v zapadnych krajindch, kde choroba
postihuje stale nizsie vekové skupiny obyvatelstva (53). Pre vyskyt autoimunitnych chorob
vo vSeobecnosti, ako aj autoimunitného DM, je dalej typicky tzv. severo-juzny gradient
(jednou z krajin s najvyssim vyskytom DMIA je dlhodobo Finsko). Slovensko patri spolu
s ostatnymi Statmi v stredovychodnej Eurdpe medzi krajiny s najvys$Sim narastom incidencie
— relativny nérast sa odhaduje na 5,3 %. V Slovenskej republike postihuje v stcasnosti asi
3,97 % obyvatelov, prevalencia tejto choroby sa v populacii deti do 14 rokov odhaduje na
0,1 % obyvatel'ov a v tejto vekovej skupine podl'a udajov IDF z roku 2011 na 13,6/100 000
deti (52, 54, 58).

Vseobecne akceptovanym nazorom je, Ze DM 1. typu je predovsetkym chorobou deti
amladych dospelych, avsak objavit sa moze v akomkolvek veku. Choroba je vel'mi

zriedkava pred 9. mesiacom zivota a vrcholi medzi 5. — 15. rokom, s pribudajucim vekom
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incidencia klesa (13, 64). Choroba patri medzi najcastejSie chronické choroby detského
amladého dospelého veku (spolu s celiakiou a juvenilnou idiopatickou artritidou su
najCastejSimi autoimunitnymi chorobami detského veku) (3). Do dvadsiateho roku veku je
diagnostikovanych az 85 % pacientov, €o je o nieco skér ako tomu byva u vicSiny inych
autoimunitnych chorob, ktoré st spravidla diagnostikované v dospelom veku (13, 57).

Dal$ou ,,odchylkou* od v§eobecnych vlastnosti autoimunitnych chordb je , e u diabetikov
1. typu nepozorujeme prevahu Zenského pohlavia, ako tomu byva u viacSiny autoimunitnych
chordb. V detstve su vznikom DM1A ohrozené obidve pohlavia priblizne rovnako. Neskor su
v incidencii choroby viditel'né dva mensie vrcholy, ktoré zodpovedaji puberte dievcat
a chlapcov, kedy je v organizme zvySena potreba inzulinu — u dievcat priemerne o 1 — 2 roky
skor (17, 57, 66).

V nasej praci sme analyzovali subor 89 pacientov s diagnézou diabetes mellitus 1.typu
stanovenou podla medzinarodnych kritérii (50). V subore boli porovnatelné pocty dievcat
a chlapcov, pacienti boli vybrani tak, aby reprezentovali zapadné, stredné aj vychodné
Slovensko. Subor pacientov s DM 1. typu bol porovnatelny s kontrolnou skupinou ¢o do
poctu pacientov, rovnako ako zastupenim oboch pohlavi (tab. 11, 17). Vyssi vek darcov
v kontrolnej skupine nebol rozhodujtci, nakol’ko sme ich vysledky pouzili na porovnanie so
suborom diabetikov pri analyze frekvencii HLA-aliel nezavislych od veku.

V nasom subore sa priemerny vek stanovenia diagnozy u dievcat a chlapcov nelisil (tab.
14), najviac diagnostikovanych pacientov bolo rovnako u oboch pohlavi vo vekovej skupine
7 — 10 rokov, druhym najpocetnej$im vekovym pasmom bol vek 11 — 14 rokov, resp. 0 — 3
roky, kedy sa rozdiely medzi pohlaviami eSte viac stierali (tab. 15 a, b, ¢). Rovnako bol
u oboch pohlavi viditeI'ny trend k znizovaniu poctu pacientov s novoobjavenym DM 1. typu
s pribidajicim vekom, ¢o zodpovedda uz uvedenym celosvetovym trendom v incidencii
choroby. Medzi pohlaviami sme vyznamnejSie rozdiely vo veku pacientov pri stanoveni
diagnézy nezaznamenali, ¢o bude pravdepodobne spdsobené velkostou suboru. Rozdiely
medzi pohlaviami nie su totiz az také napadné a vyrazné ani v inych pracach (17, 57).

Pomaly progredujtica forma DM, ktora sa prejavi az v dospelom veku, sa nazyva LADA
(Latent Autoimmune Diabetes in Adults), ktory sa niekedy oznacuje aj ako diabetes mellitus
typu 1,5. Diagnostickymi kritériami pre LADA st okrem dospelého veku v Case manifestacie
choroby a pritomnosti autoprotilatok aj potreba inzulinoterapie najneskor po Siestich
mesiacoch od stanovenia diagnézy (56, 118). Pritomnost’ autoprotildtok odliSuje LADA od
DM 2, avSak vzhladom ktomu, Ze neexistuje jasne definovana crta, ktora by LADA

odliSovala od DM1A, niektori autori povazuji LADA len za pomaly progredujuci DMI1A
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(116, 117). V naSom subore bola diagnoza u vsetkych pacientov stanovena do 19. roku ich
zivota, takze LADA neprichadzala do uvahy.

Z literatry je tiez znama tzv. sezonna variabilita v incidencii DM 1. typu (13). Najviac
novych pripadov tohto druhu DM pozorujeme v obdobiach, kedy je organizmus prirodzene
nachylnejsi k virusovym infekcidm — skora jar, jesen, zima (67). Pri infekcii, rovnako ako pri
strese alebo traume, si v organizme vo zvysSene] miere vyplavované kontraregulacné
hormény inzulinu (katecholaminy, glukokortikoidy, glukagon), ¢o za fyziologickych
okolnosti organizmus kompenzuje vyplavenim véc¢Siecho mnozstva inzulinu. AvSak pacient
s dovtedy latentnym diabetes mellitus 1.typu takéhoto zvySenie hladiny inzulinu nedokaze
zvladnut. Infekcia eSte urychli uz dlhSie trvajuci proces destrukcie B-buniek pankreasu
a choroba sa manifestuje (68). O variabilite viazanej na ro¢né obdobia a vysSie riziko infekcie
sa zac¢ina pochybovat’ u najmladsSich pacientov, u ktorych je inzulitida spravidla agresivnejSia
a deStrukcia B-buniek prebieha prili§ rychlo na to, aby mohla byt vyraznejsSie akcelerovana
infekciou (65).

V nami sledovanom stbore bolo v zhode s vysSie uvedenym najviac novodiagnostiko-
vanych pacientov vo februari a oktobri, d’alej v marci, septembri a novembri — teda podla
oCakavania na jar a v jeseni. Naopak najmenej novych pacientov pribudalo v juli a auguste
(tab. 16, obr. 11a).

V skupine najmladsich pacientov — do 3 rokov veku v Case stanovenia diagnozy, boli vSak
tiez najpocetnejSimi mesiacmi februdr, april a september. V janudri, auguste a novembri sa
nevyskytli ziadni pacienti. Aj po zohl'adneni velkosti suboru (mesaény vyskyt sa pohyboval
len od 0 do 3 pacientov) teda badat’ tendenciu k opisovanej variabilite (v jarnych a jesennych
mesiacoch boli diagnostikované viac ako dve tretiny najmladSich pacientov) i v tejto vekove;j
skupine (tab. 16, obr. 11b).

Etiopatogenéza DM1A vSak takmer v plnom rozsahu kopiruje vSeobecny scenar vyvoja
autoimunitnych chor6éb (pozri kap. 1.3 a2.3). Dnes je uz, najmid na zaklade sledovania
familidarneho vyskytu a konkordantnosti vo vyskyte u dvojciat, jednozna¢ne dokazané, ze
k vzniku choroby dochddza predovsetkym u geneticky predisponovaného jedinca, u ktorého
dojde vplyvom spustacieho stimulu k rozvoju (auto)imunitnych reakcii, ktorych vysledkom
je destrukcia pankreatickych B-buniek a absolutny nedostatok endogénneho inzulinu (6, 73).

Genetickd predispozicia je polygénovd a je zjavna pri vSetkych autoimunitnych
chorobach, aj ked’ podla vysledkov dostupnych §tadii st choroby so silnejSou (diabetes
mellitus 1. typu), aj s relativne slabSou (reumatoidna artritida, sklerodermia) genetickou

asociaciou (24).
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Najsilnejsie st autoimunitné choroby asociované s génmi hlavného histokompatibilného
komplexu (u ¢loveka oznaCované aj ako HLA-gény — Human Leukocyte Antigens). Tato
skupina génov na 6. chromozome, ktorych hlavnou tulohou je prezentdcia antigénu,
predstavuju u diabetikov 1. typu az 40 — 50 % genetického rizika (6, 26, 70).

Povodne uvadzané asociacie DM1A s HLA molekulami prvej triedy, t.j. HLA-BS, -B15 a -
B18 (30) sa ukazali ako menej vyznamné a omnoho silnejSia zavislost’ sa zistila medzi DM1A
a HLA alelami, resp. molekulami druhej triedy. Najprv bola opisana asocidcia s molekulami
HLA-DR3 a HLA-DR4, ktoré determinuji alely DRBI*03 a DRBI*04, neskor sa nasli
vyraznejsie asociacie s molekulami HLA-DQ2 a HLA-DQS, ktoré koduju alely DOBI1*02:01
a DQAI1*05:01, resp. DOBI1*03:02 a DQAI*03:01. Naopak protektivny vplyv pre pacienta
maji molekuly HLA-DQ6 (determinované alelami DOB1*06:02 a DQA1*01:02), HLA-DR2
(DRB1*15:01) apravdepodobne aj niektoré z aliel, ktoré koéduju HLA-DR4 (DRBI*04:03
a DRBI1*04:06) (6, 26, 81, 82). Vo vseobecnosti sa protektivne alely v zdravej populacii
vyskytuju v 20 %, kym u diabetikov priblizne len v 1 %. Alely HLA-DQAI*01:02/-
DQOBI1*06:02 st vysoko protektivne aj u jedincov s dokdzanou pozitivitou autoprotildtok
(39).

Na rozdiel od asociacie DM1A s alelami lokusov HLA-DQ a -DR je vo svetove;j literatire
omnoho menej udajov o jeho asocidcii s alelami lokusu HLA-DP, publikované tdaje navyse
nie su vzdy v uplnej zhode. Prvé zmienky o tejto problematike v slovenskej populécii su
pritom len z poslednych rokov a stvisia s pripravou tejto prace (85, 51, 86, 157). Dnes je vo
vSeobecnosti prijimany nazor, ze vnimavost k DM1A ovplyviiuju aj HLA-DP molekuly, hoci
ich presnu ulohu je mimoriadne zlozité definovat’ vzhl'adom k silnej asociacii DM1A
s molekulami HLA-DR a -DQ, resp. alelami, ktoré¢ ich determinuji. Za predispozi¢né sa
povazuju najmé alely HLA-DPBI*01:01 (DPwl), *02:02 (DPw2) a DPBI*03:01 (DPw3)
a ako protektivna sa javi HLA-DPBI1*04:02 (DPw4), podla niektorych prac aj DPBI1*04:01
aDPBI*11:01 (28,34,55,60,146-151,154-156) (26, 40, 77, 84, 85).

Vplyv HLA aliel na rozvoj choroby dnes uz vieme u autoimunitného DM vysvetlit’ aj na
molekulovej urovni na zaklade Strukturdlnych odliSnosti predispozi¢nych a protektivnych
aliel — napr. pritomnost’ nenabitej aminokyselinovej jednotky na 57. pozicia B-retazca DQ
molekul (ako je tomu pri predispozi¢nej DQ8 molekule) umozni naviazanie patognomického
peptidu do zliabka HLA molekuly, jeho ndslednti prezentaciu HLA-molekulam a rozvoj
autoimunitnej odpovede (aminokyselinova jednotka v 57. pozicii takto slizi ako
»molekulovy vratnik®) (2, 18, 51).

V nami vysetrovanom subore sme urCovali pritomnost’ aliel DRB1, DQAI1, DQBI
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a DPBI, ktoré st s vyvojom DMI1A asociované najsilnejSie.

HLA-DR: V naSom subore (tab. 18) boli s pritomnostou DM 1. typu vysoko signifikantne
pozitivne asociované alely DRBI1*03:01, *03:02 a DRB1*04:01, ¢im sme potvrdili literarne
udaje (6, 26, 78, 81, 82, 162). Alela DRB1*04:03, povazovana v ramci skupiny DRBI*04
aliel za protektivnu, sa v naSom subore nachadzala len u5 pacientov bez vyraznejSich
rozdielov medzi sledovanymi populdciami. Za protektivnu vSak moézeme oznacit' alelu
DRBI*15:01 (DR2), ktord sa Statisticky signifikantne castejSie vyskytovala v kontrolnej
skupine. Takou bola v naSom stubore aj alela DRB1*11:0x, ktora je podla niektorych autorov
pomerne zriedkavou u diabetikov aj nediabetikov, jej negativna asocidcia s DM 1. typu vSak
pritom uz bola opisana v niekol’kych d’alSich pracach (158, 159, 160).

HLA-DQ: HLA-DQ podoblast’ sa skladd z viacerych lokusov, znich lokusy DQAI1
a DQBI st sidlom funkénych génov, ktoré koduju a- a B-glykoproteinové retazce, ktoré sa
nekovalentne spajaju a vytvaraji funkény heterodimér (161).

V ramci skupiny HLA-DQAT aliel sa v nami sledovanom subore diabetikov Statisticky
signifikantne CastejSie vyskytovali alely DQA1*03:01 a DQA1*05:01 (tab. 20). S vyskytom
DMIA su najsilnejSie pozitivne asociované tie alely, ktoré maji v 52. pozicii peptidového
retazca arginin. Hoci existuji niekolko takychto DQAI-aliel, za jednoznacne predispozicnii
je vo vécsine populacii povazovana DQA1*03:01 a v kaukazoidnej populécii aj DQAI1*05:01
(161). Nase vysledky st v sulade s literarnymi tdajmi (6, 26, 78, 81, 82).

Naopak, vyrazne menej Casto sa u diabetikov v porovnani s kontrolnou skupinou, tak ako
v podobnych Stidiach v kaukazoidnej populacii, vyskytovala alela DQAI*01:02 (DQO6)
(32,153,173). O asociacii DQAI1*02:01 s DMI1A je v literatire menej informacii. V nasom
subore sa vyskytovala Statisticky signifikantne menej ¢asto u diabetikov. Podobné tidaje boli
publikované aj v praci Cinka aspol. (2001), ktori analyzovali ¢esku populaciu (162)
a v kaukazoidnej populécii je sucastou protekitvneho haplotypu DRBI1*07:01-DQAI1*02:01-
DQBI1*03:03 (26).

Z HLA-DQBI aliel sa v literatire za predispozi¢né povazuju najmd DQBI1*02:01
a DOBI1*03:02 (6, 26, 78, 81, 82, 162). V nami sledovanom subore sme predispozi¢ny vplyv
aliel DOB1*02:01 a DQB1*03:02 potvrdili s vysokou $tatistickou signifikantnostou (tab. 21).
Ako predispozicné sa d’alej javili aj d’alsie DQB1*02 alely: DOBI1*02:02 a DOBI1*02:03.
O ich predispozi¢nom vplyve rovnako uz existuju literarne udaje (26, 81, 82).

Vyznamne vysSie frekvencie vyskytu v kontrolnej skupine sme podla ocakavania
zaznamenali pri alele DOBI1*06:02 (6, 78, 81, 162). V niektorych pracach (153, 161) sa ako
protektivne javili aj alely DOBI1*06:01 a DOBI1*06:03, tieto sa vSak v naSom subore takmer
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vobec nevyskytovali. Ako dalSia protektivna alela sa na zdklade Statisticky vysoko
signifikantnych vysledkov d& oznacit’ aj alela DQBI1*03:01. Vo viacerych §tadiach sa tato
javi tiez ako d’alSia z protektivnych aliel (162, 163).

Uvedenymi vysledkami (tab. 40a, b, ¢) sme teda jednoznacne, v stilade s inymi podobnymi
studiami v kaukazoidnej populacii, potvrdili ulohu HLA-DQ2 molekuly, ktora kéduju alely
DQOBI1*02:01 alebo *02:02 alebo *02:03 v spojeni s DQAI*05:01 ako aj molekuly HLA-
DQ8, ktora koduju alely DOB1*03:02 a DQAI*03:01 v genetickej determindcii DM1A.

HLA-DP: Uloha HLA-DP aliel v etiopatogenéze DM 1. typu je v su¢asnosti predmetom
skimania vo viacerych populaciach, kedze aj tieto alely, rovnako ako HLA-DR a-DQ,
jednoznacne ovplyviiuju vnimavost’ k vyvoju choroby. Zatial’ vSak nie je celkom jasné, ¢i
alely DP vplyvajl na vznik choroby priamo alebo len v rdmci spojitosti s alelami lokusov DR
aDQ (26, 40, 74, 77, 84, 86, 88). VsSeobecne sa predpokladd, Ze predispozicny, resp.
protektivny vplyv DPB1-aliel bude vyraznejsi u tych pacientov, ktori nie s nositelmi vysoko
rizikovych genotypov DR3 ¢i DR4 (164).

V nasom subore sme zistovali frekvenciu vyskytu HLA-DPBI aliel (tab. 22) a podrobili
sme analyze aj vzt'ahy medzi jednotlivymi predispozi¢nymi a protektivnymi alelami lokusov
DR a DQ (tab. 23, 24). Statisticky signifikantne Gastejsie sa vyskytovala alela DPBI*01:01,
ktord bola ako predispozi¢nd oznacena uz vo viacerych pracach (26, 40, 77, 84, 88). Tato
alela sa vo viac ako 90 % vyskytovala u pacientov, ktori boli zaroven nositel'mi DRBI*03
alebo DRBI*04 (tab. 23). DPBI*01:01 sa mimoriadne Casto zdruzuje s DRBI1*03 aj v inych
Stadiach (84, 88, 164). Rovnako sa Statisticky signifikantne CastejSie tato alela vyskytovala
u pacientov s DQBI1*02:01. Z uvedeného mozno usudzovat’, ze predispozi¢ny ucinok alely
DPBI1*01:01 nemusi byt velmi silny, jej zvySenie moze byt len sekundarne v dosledku
vizbovej nerovnovahy salelami DRBI*03, DRBI*04, resp. DQBI1*02:01. Vizbovl
nerovnovahu definujeme ako rozdiel medzi ocakdvanou a pozorovanou frekvenciou
sledovanej alely v populacii, ktora je vysledkom selek¢ného tlaku, ale aj istého stupna
homogenzacie urcitej populéacie. Urcita kombindacia aliel dvoch susednych lokusov sa totiz
(najmi ak st alely od seba vzdialené menej ako 1 cM) prenasa z generacie na generaciu. Ak
populécia ostava izolovand, nerovnovaha sa prehlbuje. Naopak, ak dochddza k ndhodnému
krizeniu, niektoré nerovnovahy zoslabnt a druhé vznikaji nanovo (a to pre rozdielnu
frekvenciu génov) (11).

Zaujimavy je aj fakt, Ze prenos haplotypu DRBI*03:01/-DPB1*01:01 z rodi¢ov na deti sa
dvakrat castejSie pozoruje, ak tento haplotyp vlastnia matky — diabeticky ako diabeticki
otcovia, zatial' ¢o prenos inych HLA-DRBI1/-DPBI haplotypov takéto odlisnosti nevykazuje
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auoboch pohlavi je priblizne rovnaky (26). K uvedenej zéavislosti sa v naSom subore
nemdézeme vyjadrit, ked’Zze sme nemali k dispozicii kompletnu rodinni anamnézu pacientov.

Situdciu okolo alely DPB1*01:01 eSte viac komplikuju vysledky Stadie Type I Diabetes
Genetic Consortium, ktord analyzovala alely DPA1 a DPB1 v kaukazoidnej populacii
a v ktorej bola alela DPBI*01:01 oznacena za protektivnu, ale len v pripade, Ze sa
vyskytovala u pacientov spolu s alelou DPA1*0103 (84).

V literatire sa za predispozi¢nii povazuje aj alela DPBI1*02:02 (26, 88, 165), avSak
vzhl'adom k tomu, Ze sa rovnako vel'mi ¢asto zdruzuje s DRBI*03, neda sa s istotou tvrdit’, ¢i
tento predispozicny vplyv nejde prave na jej vrub. Zaujimavé je, ze v nami sledovanom
subore sa alela DPBI*02:02 takmer vobec nevyskytovala, ¢o je vsulade aj s nasimi
predchadzajucimi vysledkami (51, 85, 86). K zodpovedaniu otazky, ¢i ide o chybu spdsobenti
relativne malym siborom pacientov, alebo o Specifikum slovenskej populacie, bude potrebné
urobit’ d’alSie vySetrenia na va¢Som subore. Podobny trend bol vSak zaznamenany aj v Stadii
na Sardinii, kde sa tato alela, napriek tomu, Ze ide o krajinu s vysokou prevalenciou DM
1. typu, vyskytovala tiez len vel'mi ojedinele (88).

Alela DPB1*03:01 sa rovnako povazuje za predispozicni (26, 84, 171). Podla Studie
Cucca a spol. (2001) sa pomerne Casto vyskytuje spolu s DRBI*03, ale aj s ostatnymi alelami
haplotypu HLA-DRB1*03/-DQA1*05:01/-DQOB1*02:01 (88), vinych pracach sa zdruzuje
s DR4 (164), Cize pozorovana zvysend frekvencia ide pravdepodobne na tkor vézbovej
nerovnovahy. V nasom subore sa tato alela vyskytovala u diabetikov CastejSie, rozdiel vo
frekvencii  vyskytu medzi sledovanymi populaciami vSak nedosiahol Statisticku
signifikantnost’.

Balducci-Silano a spol. (1995) povazuju za predispozi¢nu tiez alelu DPB1*13:01; zvyseny
vyskyt v populécii diabetikov mala tato alela aj v praci Cruza zroku 2004 (165, 166).
Rozdiely vo frekvencii vyskytu vSak vramci nami sledovanych suboroch nedosiahli
Statisticku vyznamnost. Medzi diabetikmi sa alela vyskytovala pomerne malo, v kontrolnej
skupine vdbec nie.

DPBI*04:02 sa povazuje za protektivnu alelu (26, 84). V naSom subore bola tato
protektivita potvrdena Statisticky signifikantnymi rozdielmi vo vyskyte medzi diabetikmi
a kontrolnou skupinou (tab. 22). Podla literatury sa tato alela pomerne c¢asto zdruzuje
s DRBI1*03 (menej casto salelami DRBI*04) (164, 167). V naSom subore sa tato alela
Statisticky signifikantne neasociovala so ziadnou z protektivnych HLA-DR a -DQ alel (tab.
24).

Alela DPB1*11:01 sa v niekol’kych pracach povazuje tiez za protektivnu (84, 163), avSak
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s najvacsou pravdepodobnost'ou bude jej protektivny vplyv z vel'kej Casti sposobeny Castou
vidzbou na protektivne DR/DQ haplotypy (164, 168). V naSom stbore sa tato alela v sibore
diabetikov nevyskytovala vobec, porovnanie s kontrolnou skupinou neprinieslo Statisticku
vyznamnost'.

Rovnako ako v inych $tadiach v kaukazoidnej populacii aj v nasom subore diabetikov sa
signifikantne menej Casto vyskytovala alela DPBI*17:01 (84, 164, 165), Co naznacuje jej
mozny protektivny vplyv. V tejto stvislosti je vSak potrebné uviest’, Ze v mexickej populécii
bola tato alela s DM1A asociovana pozitivne, ¢o poukazuje na rozdielnost’ interakcie medzi
genetickym pozadim jedinca a environmentdlnymi podmienkami v rozdielnych populaciach
(165).

NajpocetnejSou alelou v skupine diabetikov bola v nasom subore DPBI*04:01, ktora sa
vSak vo vysokom percente nachadzala aj v kontrolnej skupine, rozdiely teda nedosiahli
Statisticki vyznamnost. Vplyv tejto alely v genetickej determinacii DMI1A zatial' nie je
celkom jasny (26, 84). Existuju prace, v ktorych ma, rovnako ako v naSom subore, neutralny
vplyv na rozvoj DMI1A (169), v inych ma protektivny vplyv (88, 170). Al-Hussein a spol.
(2003) publikovali pracu, v ktorej DPB1*04:01 poskytovala vo vySetrovanom stibore ochranu
pred vyvojom choroby dokonca aj u pacientov s predispozi¢nou DQOBI*02 (170). Podla
dalsSich vysledkov poskytuje ochranu len homozygotom pre DPBI*04:01, pripadne
v kombinéacii s DPB1*04:02 (164).

Vplyv HLA-DP aliel v ramci predispozicie k autoimunitnému diabetu je pravdepodobne
slabsi ako pri alelach DRB1 a DQB1 ¢i DQA1. Podl'a niektorych autorov majt, ako sme uz
spomenuli, len modifikujuci, nie samostatny predispozi¢ny, resp. protektivny efekt na vyvoj
choroby (169,171), aj ked’ sa stale neda jednoznacne vylucit’ ani ich samostatné pdsobenie
(166,172).

Pre lepSiu prehl'adnost’ uvadzame v tab. 40 a, b, ¢ atab. 41 zhrnutie vysledkov HLA-
typizacie a ich porovnanie s vyssie uvedenymi literarnymi idajmi.

Pri alelach, ktoré determinuji molekuly DR a DQ (tab. 40a, b, ¢) sme dosiahli zhodu
s literarnymi udajmi celkom u 16 z 19 najvyznamne;jsich aliel u DM 1. typu. Nepotvrdili sme
len pritomnost’ protektivnych aliel DRB1*04:03, DQB1*06:01 a DQB1*06:03.

Z tab. 41 vyplyva, ze pri alelach HLA-DPBI1 tato zhoda nebola az taka vyrazna.
Nepotvrdili sme totiz nielen pritomnost protektivnej alely DPBI*11:01 (pri DPBI1*04:01
nazor na protektivitu v literatire nie je jednotny), ale ani predispozi¢ny vplyv aliel
DPBI1*02:02, DPB1*03:01 a DPB1*13:01.

HLA-alely upacientov pravdepodobne ovplyvituji aj rychlost nastupu choroby.
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V literattre existuju udaje o CastejSej pritomnosti aliel DRBI1*03, DOBI1*02:01/ DQAI*05:01
u pacientov s menej agresivnym priebehom inzulitidy ateda vys$Sim vekom pri stanoveni
diagnoézy anaopak aliel DRBI*04, DQBI1*03:02/DQAI1*03:01 umladSich pacientov

s agresivnejSim destruktivnym procesom v pankrease (27, 35).

Tab. 40a Porovnanie ziskanych vysledkov tykajtcich sa predispozi¢ného, protektivneho,
resp. neutralneho ucinku aliel DRBI na vyvoj DM 1. typu
s literarnymi udajmi o kaukazoidnej populacii

HLA-DRBI1
*03:01 | *03:02 | *03:0x | *04:01 | *04:03 *11:0x *15:01
literatra ° ° ° ° ° oo °
naSe vysledky ° ° ° ° ° ° °

Tab. 40b Porovnanie ziskanych vysledkov tykajucich sa predispozi¢ného, protektivneho,
resp. neutralneho ucinku aliel DQAI na vyvoj DM 1. typu
s literarnymi udajmi o kaukazoidnej populacii

HLA-DQAI
*01:02 *02:01 *03:01 *05:01
Literattira [ [ ° °
naSe vysledky ° ° ) °

Tab. 40c Porovnanie ziskanych vysledkov tykajucich sa predispozi¢ného, protektivneho,
resp. neutralneho ucinku aliel DQBI na vyvoj DM 1. typu
s literarnymi udajmi o kaukazoidnej populacii

HLA-DOBI1
*02:01 | *02:02 | *02:03 | *03:01 | *03:02 | *06:01 | *06:02 | *06:03
literatara ° ° ° ° ° ° ° °
naSe vysledky ° ° ° ° ° ) ° °

Tab. 41 Porovnanie ziskanych vysledkov tykajtcich sa predispozi¢ného, protektivneho,
resp. neutralneho u¢inku DPB] aliel na vyvoj DM 1. typu
s literarnymi idajmi o kaukazoidnej populacii

HLA-DPBI
*01:01 | *02:02 | *03:01 | *04:01 | *04:02 | *11:01 | *13:01 | *17:01
literatura ° ° ° oo ° ° ° °
nase vysledky ° ° ° ° ° ° ° °

V nadvéznosti na uvedené sme sledovali aj vzt'ah medzi pritomnost’ou predispozicnych

HLA aliel, ktoré sa v nami sledovanom subore diabetikov vyskytovali signifikantne CastejSie

Cvwr

s alelou HLA-DRBI1*03. Rozdiely vo veku pri stanoveni diagnézy u pacientov s urcitou alelou
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v porovnani s pacientmi, ktori tito alelu nemaju, dosiahol Statistickii vyznamnost’ pri alelach
DQOBI1*02:01, DQBI1*03:02 a DOA1*03:01 — jej nositelia boli mladsi, naopak pacienti
s alelou DPBI1*01:01 boli signifikantne starsi (tab. 25). Nase vysledky teda potvrdili literarne
udaje len v pripade aliel DQOBI*03:02 a DQAI*03:01, ktoré sa signifikantne CastejSie
vyskytovali u mlad$ich pacientov. Pri alelach DRB1*03 a *04 rozdiely nedosiahli Statisticka
vyznamnost’, alela DQOBI1*02:0] sa na rozdiel od literarnych 0dajov v naSom subore
vyskytovala CastejSie u pacientov s niz§im vekom v ¢ase stanovenia diagnozy.

Zaujimavym zistenim je tiez fakt, ze alela DPBI*01:0] sa signifikantne CcastejSie
vyskytuje u starSich pacientov. S touto zavislostou sme sa zatial’ v literature nestretli, je vSak
mozné, ze alela DPBI1*01:01 bude, podobne ako DRBI1*03, DOBI1*02:01/ DQAI*05:01
asociovana s menej agresivhym priebehom inzulitidy a teda vy$§im vekom pri stanoveni.
V d’alSom bude potrebné platnost’ tejto tedrie overit’ na vi¢Som subore pacientov.

Analyza vztahov medzi jednotlivymi alelami je vSak mimoriadne zlozitd aj vzhladom
k tomu, ze existuje obrovské mnozstvo aliel a tym aj mnozstvo kombindacii a haplotypov
(164, 165).

Z hladiska hodnotenia genetického rizika je tiez zaujimavé, Ze v kaukazoidnej populécii je
pravdepodobnost’ vyvoja DMI1A vysSia pre heterozygotov ako pre homozygotov. Za
najrizikovejSie  haplotypy sa povazuju HLA-DR3/-DQ2 (DRBI1*03, DQBI*03:02,
DQAI1*03:01), HLA-DR4/-DQ8 (DRBI1*04, DQOBI1*02:01, DQAI1*05:01) (26). Uvedeny
genotyp nachadzame priblizne u 30 — 40 % diabetikov, kym v zdravej populécii sa vyskytuje
len v 2 %. Prevalencia vysokorizikovych haplotypov je v literatiire nepriamo timerna veku
diagnostikovania DM1A (11, 27, 167).

Molekuly -DR3 a -DQ2 su sucastou tzv. ,,autoimunitného* haplotypu, ktory vlastni vd’aka
zvySenému selekénému tlaku v eurépskom podnebi (vyrazne odliSnom napr. od toho
afrického s niz8im rizikom infekcie pri nizsich teplotach) viac ako 10 miliénov obyvatel'ov
Europy. Spaja sa s vnimavostou na viaceré autoimunitné choroby, ako je systémovy lupus
erythematosus, sklerodermia, celiakia, myastenia gravis, ale aj autoimunitny diabetes
mellitus (32, 33).

V rozliénych populaciach sa teda vyskytuju aj rozlicné predispozi¢né haplotypy —
u afroameriCanov  DQAI1*03:01/DOBI1*02:01, v japonskej populacii DQAI*03:01/
DOBI1*03:03 av Cine DQA1*03:01/DOB1*04:01 (26,52). Zaujimavy je viak pritom fakt, e
protektivny haplotyp DQAI*01:02/DQB1*06:02 sa spaja s ochranou pred chorobou vo
vacsine Studovanych populacii (13, 161).

NajrizikovejSie HLA-haplotypy HLA-DRBI*030x/-DQA1*03:01/-DQB1*03:02 a HLA-
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DRBI1*04:0x/-DQA1*05:01/-DQB1*02:01 malo v naSom subore 15, resp. 18 diabetikov
(29,4 %, resp. 35,3 %), €o sa zhoduje s uz vyssie uvedenymi literarnymi tidajmi (27, 35, 167).

Vyskyt predispozicnych HLA aliel v populdcii vSak niekol’konasobne prevySuje
prevalenciu samotného DM 1. typu. Rovnako rodinné stidie dokazali vznik DM1A ,len* asi
u40 % jednovajecnych dvojCiat a vo vysokom percente aj u pacientov, kde sa DMIA
v rodinnej anamnéze nevyskytoval (6, 13). V etiopatogenéze choroby teda jednoznacne
existuje dal$i vyznamny Ccinitel, ktory geneticki predispoziciu premeni na klinicky
manifestnil chorobu. Ide o tzv. spustaci stimul, za ktory sa v sticasnosti povazujii najmi
virusové infekcie (skor vynimocne sa pri poSkodeni B-buniek uplatiuju toxiny, lieky,
chemické latky apod.) (35, 173). Tento stimul zatial stile nie presne objasnenym
mechanizmom nastartuje autoimunitné procesy. Vysoko suspektnou je okrem iného (pozri
kap. 2.3.3) kriZova reakcia medzi podobnymi mikrobidlnymi antigénmi a autoantigénmi, resp.
fenomén molekulového mimikri (174). V pripade autoimunitného diabetes mellitus je
dokonca znama presnd zhodnd sekvencia aminokyselin l'udského enzymu
glutamatdekarboxylaza a proteinu P2C Coxsackie virusu (18 aminokyselin, pozri obr. 7)
a tyrozinfosfatazy B-buniek pankreasu a proteinu VP7 rotavirusu (9 aminokyselin) (35, 36).

Patomorfologickym podkladom DMI1A je autoimunitnd deStrukcia B-buniek pankreasu
sprostredkovana T-lymfocytmi. Proti uvolnenym antigénom sa rozbiecha B-lymfocytova
odpoved’ s tvorbou Specifickych autoprotilatok. Autoimunitna inzulitida zacina aj niekol’ko
rokov pred diagnostikovanim choroby. Tento proces vyuasti do uplného znicenia
pankreatickych p-buniek aendogénnej produkcie inzulinu (13). Imunitne podmieneny
diabetes je najcastejSou formou DM 1. typu v nasej populacii. Pre autoimunitny pdvod
choroby sved¢i pritomnost’ cirkulujicich autoprotildtok proti celej rade autoantigénov (175).
V sucasnosti je znamych viac ako 20 autoantigénov s desiatkami epitopov, na ktoré sa mézu
viazat’ prislusné, proti nim namierené autoprotilatky (2).

V praxi su undas najCastejSie vySetrované autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny
glutamovej (GADA), tyrozinfosfataze B-buniek pankreasu (IA-2A) a autoprotilatky proti
inzulinu (IAA).

V case stanovenia diagnézy sa jedna alebo viac autoprotildtok (ako marker prebiehajucej
autoimunitnej inzulitidy) vyskytuje u 70 — 90 % pacientov (13, 64). NajcastejSie u pacientov
s DM1A nachadzame GADA (80 — 90 % pacientov), dalej IA-2A (60 — 80 % pacientov)
alAA (50 — 60 % pacientov). Jednotlivé autoprotilatky sa v periférnej krvi pacientov
spravidla neobjavuji naraz. Ako prvé sa ustarSich pacientov vyskytuji GADA,

unajmladsich IAA (98). S diZkou trvania choroby u pacientov klesa pozitivita vietkych
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autoprotilatok, pricom s vekom najrychlejsie klesa prevalencia protilatok IAA (vo veku pri
manifestacii choroby do 5 rokov st podla niektorych autorov pritomné az u 90 % pacientov,
vo veku 5 — 10 rokov u 71 % a u 50 % vo veku 10 — 15 rokov) (17, 35, 105).

V nasom stbore pacientov (tab. 27) boli autoprotilatky vysetrené najneskér do jedného
roka od stanovenia diagnézy. GADA sa vyskytovali u 61,4 % diabetikov, TA-2A u 54,4 %
alAA u 52,6 % pacientov, ¢o je o nieco menej ako priemerné pocty citované v literattre (tab.
28) (98, 112), aj ked’ ich poradie podl'a vyskytu zostalo zachované aj v naSom subore. Ak sa
vSak autoprotilatky vysetrili a nasledne hodnotili nie jednotlivo, ale v kombindcidch (tab. 32),
pozitivita asponl jednej autoprotilatky (GADA a/alebo [A-2A a/alebo IAA) vyrazne vzrastla
a pohybovala sa aj vnaSom subore uz vrozmedzi 78,9 % — 89,8 % , €o je v sulade
s uvadzanymi literarnymi dajmi.

Poznanie autoimunitnej patogenézy je pritom nesmierne dolezité iz hladiska prognézy
choroby (prognosis quoad sanationem et vitam). Autoprotilatky mozu byt totiz preukazatel'né
uz v predklinickom S§tadiu choroby (45, 105). VysSetrenie panelu protilatok (t.j. minimalne
GADA + TA-2A + IAA) by teda malo byt, aj vzhl'adom k uvedenej negativnej asociacii ich
vyskytu s dizkou trvania choroby, vykonané uZ v pripade podozrenia, resp. ¢o najskor po
stanoveni diagndzy. Skory zachyt DM totiz umozniuje cielenou imunosupresivnou liecbou
zasiahnut' do prebiehajicich imunopatologickych procesov a priebeh choroby a rozvoj
organovych komplikécii minimalne spomalit’.

V §tadiu klinickych $tadii u I'udi st viaceré modifikované anti-CD3 monoklonové protilatky.
Ich aplikdcia mé za nasledok zvySent produkciu C-peptidu ako odraz rezidudlnej produkcie
inzulinu a znizenie mnozstva exogénneho inzulinu potrebného k uspokojivej kompenzacii DM
(v $tudii s pouzitim teplizumabu dokonca 5 % pacientov po prvom roku liecby nevyZadovalo
ziadnu exogénnu substitiiciu inzulinu). Zaznamenany bol pokles glykovaného hemoglobinu
ako markera metabolickej kompenzacie a nizSia variabilita hodndt glykémii. Tieto sl'ubné
vysledky naznacuji, Ze zostdvajice P-bunky pankreatickych ostrovéekov —mohli
autoimunitnému ataku T-lymfocytov asponi Ciasto¢ne odolat’. Pri aplikacii modifikovanych
monoklonovych protiladtok u diabetikov 1. typu sa zaznamenali len mierne neziaduce uc¢inky
— najCastejSie rash, mierna horucka, bolesti hlavy a gastrointestinalne t'azkosti. VSetky boli
docasné, zvladnuteI'né beznou liecbou a nevyzadovali prerusenie lieCby (143, 144, 149).

Pravdepodobne ekonomicka situacia slovenského zdravotnictva ma zrejme tiez na svedomi
fakt, ze vySetrenie autoprotildtok nebolo realizované u 1/5 naSich pacientov, ktorych teda
nemdzeme jednoznacne oznacit' ako pacientov s autoimunitnym DM, aj ked’ je tato forma

DM 1. typu najcastejSou v naSej populdcii atzv. idiopaticky DM 1B je omnoho ¢astejsi
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v africkej a azijskej populécii (13). U d’alSich pacientov, ktori mali vySetrent len niektora zo
sledovanych autoprotilatok a tato bola negativna, by sme diagné6zu DM1A mohli rovnako
spochybnit. AvSak v pripade, Ze by pacienti mali vySetrené aspont zdkladné spektrum
autoprotilatok, realny vyskyt DM1A by zrejme stipol. Ako sme uz uviedli, zachyt pozitivity
aspon jednej z autoprotildtok v stibore diabetikov totiz pri vySetreni panelu autoprotilatok
vzrastol z priblizne 60 % az na 89,5 %, ¢im teda stupol aj pocet pacientov, u ktorych je mozné
DM 1. typu exaktne oznacit' ako autoimunitny a nasS stbor sa vyrovnal liter&rnym tidajom
o zastipeni autoimunitného DM v ramci diabetes mellitus 1. typu (6, 50, 98).

Rozsirenie spektra vysetrovanych autoprotilaitok by, samozrejme, pravdepodobnost
zachytu ich pozitivity eSte zvysSilo. Ako najnovsi autoantigén vyznamny v patogenéze
autoimunitného DM bol opisany transmembranovy protein inzulinovych sekre¢nych granul
— zinkovy transportér-8 (ZnT8). Protilatky proti nemu (ZnT8A) sa vyskytuju u 60 — 80 %
pacientov s novodiagnostikovanou chorobou v porovnani s len 2 % vyskytom v beznej
populacii (111). Vo vSeobecnosti sa tieto autoprotilatky vyskytuju neskor ako GADA alebo
IAA, a preto je vhodnejSie ich vySetrenie u starSich pacientov (112, 113, 114). RozSirenie
spektra vySetrovanych autoprotilaitok o ZnT8A vyrazne zvysi zachyt pozitivity pacientov,
u ktorych sa doteraz vySetrenim GADA, IA-2A a TAA nezistila protilatkova pozitivita.
Vysetrenie panelu autoprotilatok GADA, [A-2A, TAA spolu s ZnT8A zvySuji moznosti
dokazu autoimunitnych dejov azna 98 % (98, 111).

Skuto¢nost, Ze rozlini pacienti mali rozdielne spektrum pozitivity vySetrenych
autoprotilatok nie je celkom prekvapujici a nemozno ho vysvetlit' len vekom pacienta pri
stanoveni diagné6zy DM 1. typu. S podobnou situdciou (t.j. pritomnostou nehomogénneho
spektra autoprotilatok) sa stretdvame nielen pri systémovych ale aj organovo-Specifickych
autoimunitnych chorobach (napr. pri autoimunitnych tyreopatidch) (12). Diabetes mellitus 1A
sa tiez pomerne ¢asto zdruZuje s viacerymi autoimunitnymi chorobami (41), ¢o iba potvrdzuje
opodstatnenie zaradit' vySetrenie zakladného spektra autoprotilatok do rutinného
diagnostického algoritmu.
nasledovali pacienti s pozitivitou IA-2A a najstar$i boli v ¢ase stanovenia diagnozy pacienti
s pozitivitou GADA (tab. 30). Rozdiely medzi priemernymi vekmi si minimalne, ¢iasto¢ne
vSak kopiruji trend uvadzany v literatare (45, 98, 112) ato, ze protilatky 1A-2 alAA
nachadzame CastejSie u mladSich pacientov, zatial €o protilastky GADA st pozitivne
u pacientov, ktori st v Case stanovenia diagnézy star$i (Casto aj s postpubertadlnym, resp.

zaciatkom v dospelom veku) (110, 115, 118).
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Podla vacSiny literarnych udajov neexistuje vyraznej$ia zavislost medzi pozitivitou
autoprotilatok a pohlavim (27, 35). V nami sledovanom subore vSak u pacientov s pozitivitou
IA-2A neocakavane signifikantne prevazovali diev€ata (tab. 29). Jednym z vysvetleni by snad’
mohla byt v ostatnych rokoch diskutovand otazka vzt'ahu environmentalnych faktorov
a pozitivity autoprotilatok. Napriklad pacienti muzského pohlavia, ktorych matka trpi
celiakiou alebo diabetom 2. typu, maju vysSie hodnoty [1A-2A, skora konzumadcia kravského
mlieka a naopak neskory kontakt s gluténom st asociované s vy$$imi hladinami GADA (176).
U nasich pacientov sme vSak potrebné anamnestické udaje nemali k dispozicii a preto sme si
uvedené tedrie nemohli overit’.

Pritomnost’ urcitych predispozi¢nych HLA aliel moze suvisiet’ s pozitivitou jednotlivych
autoprotilatok. Pozitivita GADA sa najcastejSie zdruzuje s pritomnostou aliel HLA-
DRBI1*03, -DQA1*05:01 a-DQBI1*02:01 az hladiska klinick¢ho priebehu odrdza pomalsi
amenej agresivny priebeh choroby. Je najcastejSou protildtkou zistovanou u pacientov so
zaCiatkom choroby vo vySSom veku (17, 105-108, 110). Celularna a humoralna cast’
imunitnej odpovede, teda autoreaktivne T-lymfocyty a autoprotilatky, si namierené voci
odliSnym determinantom v rdmci molekuly glutamatdekarboxyldzy (GAD). Autoprotilatky
rozoznavaju determinanty v molekule GAD v rozsahu aminokyselinovych jednotiek 244 —
435 a 451 — 570, autoreaktivne T-lymfocyty reaguji s aminokyselinovymi usekmi v strede
molekuly, ktoré su prezentované bunkami prezentujucimi antigén prave v kontexte s HLA-
DR3 (35).

IA-2A sa, podobne ako IAA, castejSie deteguju u pacientov, uktorych bol DMI1A
diagnostikovany v mladSom veku a CastejSie sa zdruzuju s pritomnostou HLA-DRBI*04, -
DOBI1*03:02, -DQAI1*03:01. Z hladiska klinického priebehu st charakteristické pre
agresivnejSiu formu autoimunitnej inzulitidy a rychlejsi priebeh choroby (17, 107, 108, 110).

Aj v nami sledovanom subore st viditeI'né uvedené trendy potvrdzujlice pozitivnu, resp.
negativnu asocidciu HLA-aliel s pozitivitou urcitych autoprotilatok. V stibore diabetikov sa
alela HLA-DRBI1*03 (podla literarnych udajov castejSie zdruzend s GADA) signifikantne
menej Casto vyskytovala v stibore pacientov s pozitivnymi protiladtkami [A-2A alAA, jej
ocakavany zvyseny vyskyt v skupine pacientov s pozitivitou GADA bol v naSom subore na
hranici Statistickej vyznamnosti (tab. 33). NaSe vysledky ¢iastocne potvrdili vysSie uvedené
literarne udaje aj v ramci HLA-DQBI1 aliel. Alela DQBI1*02:01 sa Statisticky vysoko
signifikantne CastejSie vyskytovala u pacientov s pozitivitou GADA a naopak menej casto
u pacientov s pozitivitou IAA. U pacientov s HLA-DQOBI*03:02 sme zaznamenali
signifikantne vyssi vyskyt autoprotilatok IA-2A (tab. 35).

82



Pri sledovani HLA-DQAI1 hranicu Statistickej signifikantnosti nedosiahli vysledky
korelacie ani s jednou zo sledovanych protildtok, ¢o bude pravdepodobne spdsobené aj
men$im  poctom  pacientov s typizovanymi HLA-DQAI1 alelami v porovnani
s predchadzajucimi alelami DRB1 a DQBI1 (51 vs. 76, resp. 89 diabetikov).

Ako sme uz uviedli, vztah medzi DM1A a HLA-DP alelami nie je natol’ko preskiimany,
ako sostatnymi alelami HLA druhej triedy aovztahu HLA-DP aliel a pozitivite
autoprotilatok existuje v literatire tieZ len vel'mi malo udajov. V naSom subore sa ako
predispozicnd javila alela HLA-DPBI*01:01, preto sme skimali vztah jej pritomnosti
u pacientov s pozitivitou autoprotilatok. U pacientov s GADA-pozitivitou sa alela
DPBI1*01:01 vyskytovala castejSie, naopak menej Casto sa vyskytovala ulA-2A alAA
pozitivnych pacientov, avSak bez Statistickej vyznamnosti (tab. 36). K potvrdeniu tychto
trendov bude potrebné overenie na vi¢Som subore pacientov.

U pacientov s haplotypom HLA-DRBI*03:0x/-DQAI1*05:01/-DOBI1*02:01 sa opisuje
Castej$ia asociacia s autoprotilatkou GADA a u pacientov s haplotypom HLA-DRBI*04.:0x/-
DQAI1*03:01/-DOB1*03:02 s autoprotilatkami 1A-2 aIAA (17, 107, 108). V nasom subore
sa nam uvedenu zavislost’ nepodarilo potvrdit’ ani pri jednej zo sledovanych autoprotilatok, ¢o
pravdepodobne stvisi s malym poctom pacientov, ktori vlastnili uvedené haplotypy (tab. 37a,

37b).
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4. ZAVER

V tvode nezriedka aj niekol'koro¢né bezpriznakové obdobie, pocas ktorého v organizme
prebiehaji imunopatologické procesy, neSpecifické klinické priznaky, ale urcite aj naSe
nedostatky v diagnostike autoimunitnych choréb st pri¢inou toho, ze aj na zaciatku 21.
storoCia su tieto Casto diagnostikované az vtedy, ked su postihnuté organy ireverzibilne
posSkodené. Aj preto tato skupina chordb zastdva vrchné priecky morbidity aj mortality,
rovnako ako aj v ndraste incidencie; ¢o je mimoriadne znepokojujuce, tyka sa to najméi
u pacientov v strednom veku. Snaha o ¢o najucinnejSie preventivne opatrenia je preto
absolutne opodstatnend. So zdokonal'ujicim sa poznanim etiopatogenézy sa mierne zlepSuju
aj nasSe vyhliadky do buducnosti.

Prikladom je autoimunnitny diabetes mellitus ako ,prototyp™ orgdnovo-Specifickej
autoimunitnej choroby. Tato komplexnd metabolicka porucha so sebou prinasa akutne aj
chronické mikro- a a makrovaskularne komplikéacie, skracuje dizku Zivota a v neposlednom
rade znacne znizuje kvalitu Zivota pacientov. VSetky nase snahy by teda mali smerovat
k preventivnhym opatreniam, ku ¢o najvyraznejSiemu zmierneniu enormného narastu
incidencie tejto choroby a k aktivnemu vyhladavaniu potencidlnych pacientov, aby sa
nestavalo, ze v dobe stanovenia diagnézy su uz pritomné organové komplikacie a d’alsi
managment pacientov je potom mimoriadne naro¢ny (nielen po financnej strdnke). Na
druhej strane by sme sa vSak mali snazit' aj o zlepSenie terapeutickych moznosti a tym aj
kvality Zivota pacientov trpiacich touto chronickou chorobou.

Autoimunitny diabetes mellitus je choroba, ktora sa vyvija u geneticky predisponovanych
jedincov. Najvicsiu Cast’ genetického rizika predstavuji gény hlavného histokompatibilného
systému druhej triedy. V siasnosti pozname viaceré predispozi¢né aj protektivne HLA-alely,
ktoré majii vyznam v patogenéze choroby. Aj v nami sledovanom stibore diabetikov 1. typu
vramci slovenskej populdcie mdézeme na zéklade rozdielov vo vyskyte u diabetikov
a v kontrolnej skupine viaceré HLA-alely druhej triedy oznacit za predispozicné, resp.
protektivne. Na zdklade analyzy HLA-DP aliel usudzujeme, Ze ich vplyv bude
pravdepodobne slabsi, ako u aliel DR a DQ, a bude pomerne vyrazne ovplyvneny vézbovou
nerovnovahou. Takze pre skrining genetického rizika v rizikovych populaciach budu alely
DR a DQ vhodnejsie.

Jednym z prejavov prebiehajicich autoimunitnych procesov je pritomnost’ Specifickych
autoprotildtok v sére pacientov. Z praktického hl'adiska, ak chceme skuto¢ne dokazat’

autoimunitni etioldgiu choroby, mali by sme trvat na vySetreni celého spektra
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autoprotilatok, ked’ze svoj vyznam v patogenéze choroby ma hned niekolko autoantigénov.
Vnami sledovanom stbore sa pri vySetreni spektra troch autoprotilatok (proti
glutamatdekarboxylaze, tyrozinfosfataze pankretickych p-buniek a proti inzulinu) zachyt
pozitivity pohyboval nad 80 %, pri vySetreni len jednej z protilatok to bolo 50 — 60 %.

Edukacia najrizikovejSich skupin populadcie o moznostiach odhadu genetického rizika
a sledovania ,,stavu* autoimunity by mala byt stcastou zakladnych preventivnych opatreni.
Prave stanovenim HLA-aliel a pozitivity Specifickych autoprotildtok u prvostupiiovych
pribuznych pacientov sme schopni v rdmci tejto rizikovej populdcie vyhladavat
jedincov, ktori su najviac ohrozeni rozvojom choroby. Ich pravidelnym sledovanim je
potom mozné zachytit’® skory nastup choroby, zabranit' rozvoju nebezpecnych akutnych
komplikacii, ale aj oddialit’ rozvoj obdvanych chronickych organovych komplikécii, ktoré
k tejto chorobe neoddelitelne patria.

Tak z pohladu lekéarov, ako aj pacientov, je vSak mimoriadne dolezité, ako dokazeme
poznatky o patogenéze choroby vyuzit' v zlepSeni nielen diagnostickych, ale aj terapeutic-
kych postupov.

Skoré vyhladavanie potencidlnych pacientov a dokaz autoimunitnej etiologie zacina
nadobudat’ vyznam aj s ohl'adom na nové terapeutické moznosti. Doteraz ndm totiz
vysledky intenzivneho vyskumu nepriniesli inu spolahliva terapeuticki modalitu ako len
exogénnu substiticiu inzulinu. U diabetikov 1. typu samozrejme hovorime o intenzifiko-
vanom inzulinovom rezime, ktory musi plne nahradit’ nefunkéné pankreatické B-bunky
apre pacienta predstavuje znacné zniZenie kvality Zivota. Situacia sa vSak meni a ako
sl'ubné sa uz javi aj vyuzitie monoklonovych protilatok. Podmienkou je vSak zacatie tejto
liecby v C¢o najskorSich Stadiach choroby, kedy este nie je deStruovand véacSina
pankreatickych B-buniek a tym je Sanca na ¢o najdlhSie zachovanie endogénnej sekrécie
inzulinu. So zdokonalovanim imunomodulacnej liecby si svoje miesto v liecbe postupne
nachddza aj transplantacia pankreasu, resp. pankreatickych ostrovcekov.

Samotné predispozicné gény vnimavosti k autoimunitnym chorobdm vSak nie su
»zarukou vzniku choroby a na rozvinutie sa klinickych prejavov su nevyhnutné aj
environmentalne faktory. V patogenéze autoimunitného DM je mimoriadne diskutovanou
problematika virusovej infekcie a jej postavenia v patogenéze choroby. Stale presne
nevieme, ako vlastne virusy poSkodzuju pankreatické P-bunky, ako infekcia spusti
autoimunitné procesy alebo ktoré virusy su najnebezpecnejsie.

Aj napriek intenzivnemu vyskumu ostava teda vel'a nezodpovedanych otdzok.
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Vyskyt autoimunitnych choréb u monozygotnych dvojciat

Asociacia niektorych HLA-molekil s autoimunitnymi chorobami

Nazvoslovie monoklonovych protilatok

Porovnanie celosvetového vyskytu DM 1. typu u deti vo veku 0 — 14 rokov v roku 2003 a 2011
Rozdiely v néraste incidencie choroby v rozdielnych vekovych skupinach (Stadia EURODIAB)
Pozitivita autoprotilatok u deti diabetickych rodicov

Riziko DM1 podrla pribuzenského vztahu

Predispozi¢né a protektivne HLA haplotypy v patogenéze autoimunitného DM

Pritomnost’ niektorych HLA aliel a riziko vyvoja DM1A v beznej populécii v porovnani

s rodinnymi prislusnikmi diabetika

Vyskyt autoimunitného DM u monozygotnych dvojciat pacientov v zavislosti od ich veku pri
stanoveni diagn6zy

Vekové zlozenie suboru diabetikov

Rozdelenie stiboru diabetikov do vekovych pasiem

Priemerna dizka trvania choroby

Priemerny vek pacientov pri stanoveni diagnézy

Rozdelenie stiboru diabetikov do vekovych pasiem podl'a veku pri stanoveni diagnozy
Rozdelenie stiboru diabetikov (dievcat) do vekovych pasiem podla veku pri stanoveni diagnézy
Rozdelenie stiboru diabetikov (chlapcov) do vekovych pasiem podl'a veku pri stanoveni diagnézy
Rozdelenie stiboru diabetikov podl'a mesiaca, v ktorom bola stanovend diagnéza, hodnotené
u vSetkych pacientov spolu a osobitne u pacientov do veku 3rokov v ¢ase stanovenia diagnozy
Vekové zlozenie kontrolnej skupiny

Frekvencia vyskytu HLA-DRBI aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine

Frekvencia vyskytu najcastejsich HLA-DRBI aliel —- DR3, DR4 u pacientov s DM 1.typu

a v kontrolnej skupine

Frekvencia vyskytu HLA-DQAT aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine
Frekvencia vyskytu HLA-DQBI1 aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine
Frekvencia vyskytu HLA-DPBI aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine

Vizby predispozicnej alely HLA-DPB1*01:01 s predispozi¢nymi DR a DQ alelami v subore
diabetikov
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skupine
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Rozdelenie stiboru diabetikov podl'a vysetrenej autoprotilatky

Hodnota vySetrenych autoprotilatok u diabetikov

Pozitivita autoprotilatok v subore diabetikov pri ich hodnoteni jednotlivo
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Priemerny vek pacientov s pozitivitou jednotlivych autoprotilatok pri stanoveni diagnozy
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Porovnanie ziskanych vysledkov tykajucich sa predispozi¢ného, protektivneho, resp. neutralneho
ucinku aliel DRBI na vyvoj DM 1. typu s literarnymi Gdajmi o kaukazoidnej populécii
Porovnanie ziskanych vysledkov tykajucich sa predispozi¢ného, protektivneho, resp. neutralneho
ucinku aliel DOAI na vyvoj DM 1. typu s literarnymi tidajmi o kaukazoidnej populacii
Porovnanie ziskanych vysledkov tykajucich sa predispozi¢ného, protektivneho, resp. neutralneho
ucinku aliel DOBI na vyvoj DM 1. typu s literarnymi tidajmi o kaukazoidnej populacii
Porovnanie ziskanych vysledkov tykajicich sa predispoziéného, protektivneho, resp. neutralneho
ucinku DPBI aliel na vyvoj DM 1. typu s literarnymi tdajmi o kaukazoidnej populacii
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Génova mapa hlavného histokompatibilného komplexu ¢loveka

HLA-molekula prvej triedy

HLA-molekula druhej triedy

Schéma terciarnej Struktary HLA-molekil druhej triedy

Porovnanie incidencie DM1 u deti do 14 rokov (na 100 000 obyvatel'ov) v krajindch Eurdpskej
tnie v roku 2011

Schéma etiopatogenézy autoimunitného DM

Zhodna sekvencia aminokyselin v Struktiure enzymu glutamatdekarboxylazy (GAD65)

a Coxsackie virusu (P2C)

Rozdelenie stboru diabetikov do vekovych pasiem

Rozdelenie stiboru diabetikov do vekovych pasiem podl'a veku pri stanoveni diagnozy
Rozdelenie stiboru diabetikov (dievcat a chlapcov) do vekovych pasiem podl'a veku pri stanoveni
diagnoézy

Rozdelenie celého suboru diabetikov podl'a mesiaca, v ktorom bola stanovena diagndza
Rozdelenie stiboru diabetikov do 3 rokov veku v Case stanovenia diagndzy podl’a mesiaca,

v ktorom bola stanovena diagnoza

Frekvencia vyskytu HLA-DRBI aliel u pacientov s DM 1. typu a v kontrolnej skupine
Frekvencia vyskytu HLA-DQAT aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine
Frekvencia vyskytu HLA-DQBI aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine
Frekvencia vyskytu HLA-DPBI aliel u pacientov s DM 1.typu a v kontrolnej skupine
Pozitivita autoprotilatok v stibore diabetikov pri ich hodnoteni jednotlivo

Rozdelenie pacientov s pozitivitou jednotlivych autoprotildtok do vekovych pasiem podl'a veku
pri stanoveni diagnézy
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