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Analiza poremetaja subpopulacija T limfocita prvih ro daka pacijenata

sa tipom 1 dijabetesa kao markera rizika za nastarabolesti
Rezime

Prethodna istrazivanja su ukazala nacajrau ulogu subpopulacija T limfocita, T helper
1 (Thl) i T helper 2 (Th2), fenotipski definisangkspresijom odgovarajih hemokinskih
receptora CXCR3 i CCR4, kao i T regulatorne (T regPppopulacije, u inicijalnoj fazi tipa 1
dijabetesa (T1D). Miutim, povezanost promena u nivou CXCR3Bh1 asociranih), CCR4
(Th2 asociranih) i CD2%" (T reg asociranih) subpopulacija T memorijskih fbgita kao i
citokina, njihovih liganda/medijatora funkcije, @mterony inducibilnog hemokina 10
(interferony inducibile chemokine-1P-10) (Th1 asociranog), tsom i aktivacijom regulisanog
hemokina (thymus and activation-regulated chemeKkiARC) (Th2 asociranog) i
transformiSdeg faktora rastf (transforming growth factgd-TGFH3) (Treg asociranog), i rizika
za ispoljavanje T1D, nije joS uvek razjaSnjenaoustmeno, povezanost promena ovih
imunoloSkih parametara i metaligiih parametara u smislu nivoa insulinske sekrecije
insulinske senzitivnosti u ranim fazama razvoja Thie do sada detaljnije analizirana. U tom
smislu, cilj istraZivanja je podenje nivoa (@) CXCR3 CCR4 i CD25"9" subpopulacija
memorijskih T limfocita (b) hemokina/citokina IP-10ARC, TGH i (c) insulinske sekrecije i
insulinske senzitivnosti, iznde grupa zdravih prvih daka pacijenata sa T1D (PR), sa visokim
I niskim rizikom za ispoljavanje bolesti (gde jeiki za T1D definisan prisustvom/odsustvom
antitela na glutamat dekarboksilazu (GAD) i tiroziosfatazu (IA-2), pacijenata sa
novootkrivenim T1D (NT1D) u insulin zavisnom stama p@etku bolesti i u stanju klidke
remisije (KR), i kontrolnih ispitanika. UKIjtili smo PR sa visokim rizikom (GADA IA-2")
(N=17), PR sa niskim rizikom (GADAIA-2") (N=34), pacijente sa NT1D (N=24), pacijente sa
T1D u KR (N=10) i kontrolne ispitanike (N=18). NivEXCR3, CCR4 i CD25"" T
memorijskih limfocita je analizirancetvorobojnom imunofluoroscencijom i préteom
citometrijom. Nivo hemokina/citokina i antitela ersmu odréeni su ELISA metodom. Prva
faza insulinske sekrecije odiigana je zbirom nivoa insulina u 1. i 3. minutu 0BKVGTT-a.
Nivo insulinske senzitivnosti evaluiran je hipeatisemijskim euglikemijskim klampom.
Rezultati ukazuju da je u PR sa visokim rizikom rdén poviSen nivo CXCR3Thl
subpopulacije i IP-10 hemokina, i snizen nivo CER#42 i CD258"%" T reg subpopulacije
limfocita, Sto bi moglo sugerisati da je u PR rizik ispoljavanje T1D povezan sa @@aom

aktivnogu Thl i smanjenom aktivné8 Th2 i T regulatornog imunskog odgovora. Sa druge



strane, pdetak T1D je povezan sa zfagnim smanjenjem nivoa CXCR3CCR4 subsetova T
memorijskih limfocita i TGPB, i porastom nivoa IP-10 i TARC, reflektdju njihovu
akumulaciju u pankreasna ostrvca i funkcionalnapigganje regulatorne subpopulacije T
limfocita, Sto bi moglo ukazati da je nastanak btlenoduliran na nivou ovih subsetova T
memorijskih limfocita i hemokina. Istovremeno, réati nasSeg istraZivanja su pokazali da PR
sa visokim rizikom imaju nize nivoe prve faze insskog odgovora i odsustvo promena u
nivou insulinskoj senzitivnosti, dok je kod pacigga sa NT1D utden zng&ajan pad u nivou i
insulinske sekrecije i insulinske senzitivnosti.SNaalazi bi mogli ukazivati da inicijalne
promene u toku T1D uklfiuju proinflamatarni imuni odgovor, udruzen sa rarpadom u
insulinskoj sekreciji, koji ne ute na insulinsku senzitivnost, dok su kasnije u tbkilesti,
promene u insulinskoj senzitivnosti, najverovatrpgsledica zn&jnog smanjenja insulinske

sekrecije.

Klju¢ne rei: tip 1 dijabetesa, prvi daci, hemokinski receptori, hemokini, Thl, Th2, T,re

insulinska sekrecija, insulinska senzitivnost
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Analysis of Impairements in T Cells Subsets
in First Degree Relatives of Patients with Type Diabetes
as Risk Markers for Disease Development
Abstract

Previousstudieshave reported an important role of T cells subpaipahs, T helper 1
(Thl) and T helper 2 (Th2), characterized with espion of chemokine receptors CXCR3 and
CCR4 on their surface, respectively, as well assgdulatory (T reg) subpopulations, in the
initial phase of type 1 diabetes (T1D). Howeveeg thllationship among the impairments in the
level of CXCR3 (Th1 associated), CCR4Th2 associated) and CO¥3 (T reg associated) T
memory cells subpopulations, as well as cytokinkeir ligands/mediators of function,
interferony inducibile chemokine-IP-10 (Thl associated), thgnmand activation-regulated
chemokine-TARC (Th2 associated) and transformirggviin factorp-TGHB (Treg associated),
and risk for T1D developing, has not yet been fitati Additionally, relationship between the
immunological and metabolic changes, regardingirisalin secretion and insulin sensitivity
level, early in T1D development, is still controsiat. Therefore, the aim of this study was to
analyse the changes in (a) percentage of CXCEBR4 T memory cell and CD2%" T cells
subsets (b) IP-10, TARC and T@&Kc) insulin secretion and insulin sensitivity l&/@nd in
peripheral blood in the following groups of subgeatl) 17 high-risk nondiabetic first degree
relatives (hrFDRs) of patients with T1D (glutamdezarboxylase antibodies-GADAtyrosine
phosphatase insulinoma antigen-2 antibodies-TA-@) 34 low-risk nondiabetic first degree
relatives (IrfFDRs) of patients with T1D (GADAA-2); (3) 24 recent-onset T1D patients and
(4) 10 patients in clinical remission (5) 18 hbgjtunrelated control subjects. The percentages
of CXCR3, CCR4 and CD289" T memory cell subsets were analyzed in peripHgoad by
using four-color immunofluorescence staining andwfiytometry. 1P-10, TARC, TGk
GADA and IA-2 levels were determined by ELISA. lfisusecretion was evaluated by first-
phase insulin response (FPIR) as insulin levels i3 after IVGTT. Insulin sensitivity was
tested by using euglycemic hyperinsulinemic clamethmd (M value). Our results have
demonstrated that hr FDRs, defined by the presehtteeautoantibodies, showed higher levels
of CXCR3 T cell subset and IP-10 chemokine, both associaitid Th1 response, together
with lower level of CCR4 Th2 and CD2%%" T reg cell subsets. In this study, complementary
investigations imply that in FDRs, the risk of pregsion to T1D might be strongly influenced
by enhanced activity of Thl and diminished actiatyTh2 and T reg autoimmune response. In

addition, we demonstrated that the onset of T1Eh@racterized by the decreases in CXCR3



Thl and CCR4Th2 memory T subsets and TEFvels, and increases in IP-10 and TARC,
presumably reflecting possible recruitment of thosks in pancreatic tissue and functionally
exhaustion of T reg subpopulation. Simultaneousig, results have shown that hr FDRs had
lower FPIR levels without impairments in insulimsgivity levels, while patients with recent-
onset T1D had decreases in both, insulin secratmahinsulin sensitivity levels. Moreover, the
results imply that initial changes in the coursetygfe 1 diabetes comprise pro-inflammatory
response associated with early decline of insuéoregion which does not affect insulin
sensitivity, while later in the course of the dseansulin sensitivity impairments appear to be

primarily due to the marked decrease in insulimestem.

Key words: type 1 diabetes, first degree relatice@mokine receptors, chemokines, Thl, Th2,

Treg, insulin secretion, insulin sensitivity
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Uvod

1. UvVOD

Tip 1 dijabetesa (T1D) je oboljenje u ¢ijoj patogenezi osnovnu ulogu ima T ¢elijski
posredovana autoimuna destrukcija pankreasnih beta ¢elija (1). Pokazano je da u inicijalnoj fazi
autoimunog procesa koji je u osnovi T1D glavnu ulogu ima aktivacija autoreaktivnih CD4" T
¢elija, ¢ime uz gubitak tolerancije na sopstvene antigene, zapoCinje proces destrukcije beta
éelija (1). Takode, poznato je da je populacija CD4" T limfocita heterogena i da postoje
subsetovi CD4 T éelija sa razli¢itim funkcionalnim i imunoregulatornim svojstvima (2).

U tom smislu, pokazano je da subpopulacije CD4'T limfocita imaju kljuénu ulogu u
inicijaciji 1 progresiji autoimunskog procesa ali 1 u ostvarivanju aktivne tolerancije na sopstvene
antigene 1 ravnoteze u imunskom sistemu. Nedavno je utvrdeno da bi klasi¢na paradigma u
patogenezi T1D, o proinflamatornoj ulozi T helperskih 1 (Thl) subpopulacija limfocita i
antiinflamatornoj ulozi T helperskih 2 (Th2) subpopulacija, mogla biti dopunjena ucesc¢em
supresorskih T regulatornih (Treg) subpopulacija limfocita, a njihove interakcije tokom razvoja
T1D jo$ uvek nisu dovoljno ispitane. Ipak, iako u patogenezi T1D dominantnu ulogu imaju
defekti u celularnom imunskom sistemu, odredivanje parametara humoralnog imunskog
sistema 1 dalje ostaje osnova za predikciju T1D. Naime, za sada se smatra da je samo detekcija
autoantitela na razlicite antigene beta celija pouzdan marker rizika za ispoljavanje T1D. Imajuci
u vidu da defekti u broju i funkciji subsetova CD4'T éelija igraju vaznu ulogu u patogenezi
T1D, pretpostavlja se da bi upravo oni mogli predstavljati markere rizika za ispoljavanje
oboljenja. Istovremeno, poznato je da su prvi rodaci pacijenata sa T1D do sada nacesce
ispitivani bioloski model predijabetesa, sa 10-20 puta ve¢im rizikom za ispoljavanje ovog
oboljenja u poredenju sa opStom populacijom. Medutim, povezanost poremecaja subpopulacija
CDA4'T éelija i rizika za nastanak T1D u prvih rodaka pacijenata sa T1D, u potpunosti jos uvek

nije razjasnjena.
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1.1. Patogeneza T1D

Poznato je da je u osnovi patogeneze T1D T ¢elijski posredovana autoimuna destrukcija
pankreasnih beta ¢elija, odnosno selektivni gubitak B-Celija koje sekretuju insulin u genetski
predisponiranih osoba (1). Prema postoje¢em modelu patogeneze T1D inicijalna faza je pocetna
destrukcija pB-Celija, koja zatim pokrece kaskadu autoimunih procesa, od prezentacije
autoantigena autoreaktivnim T helperskim limfocitima preko produkcije citokina kao
medijatora imunog odgovora, sve do kompletne destrukcije beta ¢elija. U tom smislu, proces
destrukcije beta ¢elija prolazi kroz dve faze, prvu koja nije posredovana T limfocitima i drugu u
kojoj dolazi do aktivacije celularnog imunog odgovora, koji je odgovoran za posledi¢nu
amplifikaciju imunog odgovora (2). Dodatno, histopatolosko obelezje T1D postaje insulitis,
odnosno selektivna infiltracija p-Celija pankreasa mononuklearnim ¢éelijama i to makrofazima i
dominantno CD8" T limfocitima, uz manje prisustvo CD4" T limfocita i suprotno o&ekivanjima
ne bas obilno prisustvo T reg limfocita (2,3) Tacna B ¢elijska masa preostala pri dijagnozi T1D
nije dovoljno jasno definisana i krece se izmedu 1-20% normalne mase (4,5,6).

Pokazano je da je hroni¢ni destruktivni proces povezan sa promenama u celularnom i
humoralnom imunom odgovoru koje se mogu detektovati u perifernoj krvi mesecima ili c¢ak
godinama pre klinicke pojave T1D (4,7).

Najzad, hiperglikemija koja nastaje u vreme ispoljavanja bolesti, je posledica oStecene,
a ubrzo i potpuno uniStene sposobnosti insulinske sekrecije u ¢ijoj je osnovi autoimuna
destrukcija beta Celija nastala interakcijom prisustva genetske predispozicije i abnormalnog
imunog odgovora na beta ¢elije nakon izlaganja faktorima sredine koji jo$ uvek u potpunosti
nisu definisani (3,4,5).

Najvazniji geni koji doprinose ispoljavanju oboljenja su locirani na hromozomu 6, ali je
bar jos 40 gena dovedeno u vezu sa ispoljavanjem T1D (8,9). Pokazano je da pacijenti sa T1D
imaju dominantno zastupljen HLA-DR3 i DR4 haplotip (10-13), a da je prisustvo HLA-
DQB1*0302 haplotipa udruzeno sa visokim rizikom za brzu progresiju u insulinsku zavisnost
(14). Nasuprot tome, ustanovljeno je postojanje protektivnog haplotipa HLA-DQB1*0602 1
HLA-DQA1*0102 (10,12,15) zastupljenog u pacijenata sa T1D sa relativno niskim rizikom za
brzu progresiju u insulinsku zavisnost u daljem toku bolesti. Najzad, novije studije u pacijenata
sa T1D ukazale su na polimorfizam gena za hemokinski receptor CCR2, koji je ukljuen u

kretanje leukocita u inflamatornom zaristu (16).
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Ipak, manje od 10% osoba sa genetski potvrdenim rizikom za ispoljavanje T1D
progredira u klinicki oblik oboljenja, odnosno apsolutni rizik za decu sa rizi¢nim genotipom iz
opste populacije je sli¢an riziku koji imaju prvi rodaci pacijenata sa T1D (1 u 20)(4,17).
Istovremeno, incidenca T1D u monozigotnih blizanaca znacajno varira i iznosi 30-50%. Ovi
podaci impliciraju postojanje dodatnih faktora koji otpo€inju i1 upravljaju pB-Celijskom
destrukcijom u genetski predisponiranih osoba (18,19).

Sa druge strane, pokazano je da su najvazniji faktori sredine koji potenciraju razvoj T1D
upotreba kravljeg mleka i1 zitarica u toku prve godine Zivota, postojanje insulina u mleku,
deficit D vitamina ili omega-3 masnih kiselina u ranom detinjstvu i odsustvo ishrane maj¢inim
mlekom. Medutim, znacaj ovih nalaza jo$ uvek nije dovoljno ispitan (4,20-23).

U celini, smatra se da se osobe sa rizikom za ispoljavanje T1D mogu identifikovati

koriS¢enjem kombinacije imunoloskih, genetskih i metabolickih markera.

1.2. Imunoloski markeri rizika za ispoljavanje T1D u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Smatra se da braca i sestre pacijenata sa T1D imaju relativni rizik za ispoljavanje T1D
najmanje 10 puta ve¢i u poredenju sa opStom populacijom (sa apsolutnim rizikom u rasponu od
6 do 10% (24,25). Istovremeno, rezultati studija su pokazali da rodaci imaju 10-20 puta veci
rizik za ispoljavanje T1D u poredenju sa opstom populacijom (26-28).

I pored saznanja da je T1D bolest posredovana poremecajima u celularnom imunitetu,
detekcija parametara humoralnog imuniteta, koji predstavljaju samo periferni odraz aktiviranog
autoimunskog odgovora, ostaje za sada jedini relevantni imunoloski marker u predikciji T1D.
Postoje 4 vrste autoantitela koja se mogu detektovati u cirkulaciji pre ispoljavanja T1D: antitela
na antigene pankreasnih ostrvca (islet cell antigen antibodies-ICA), antitela na glutamat
dekarboksilazu (glutamic acid decarboxylase antibodies-GAD), antitela na tirozin fosfatazu
(tyrosine phosphatase insulinoma antigen-2 antibodies -IA-2) i antiinsulinska antitela (insulin
antibodies IAA), a u novijem periodu paznja se usmerava na antitela na cink transporter 8 (Zn8)
(3,4).

U tom smislu, u poslednjoj deceniji je ucinjen znacajan napredak u razumevanju
patogeneze T1D dijabetesa i rasvetljavanju heterogenog intenziteta autoimunosti, pre svega
analizom efekta T celija na tok bolesti. Izazov koji ostaje odnosi se na definisanje mera za
supresiju autoreaktivnih T ¢elija 1 otkrivanje faktora koji doprinose gubitku tolerancije na beta
¢elijske antigene, jer je postalo ocigledno da T ¢elije imaju dva lica, 1 dok su odredene T celije

patogene, druge mogu regulisati tok bolesti, Sto omogucava postavljanje novih ciljeva za
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imunointervenciju. Ipak, imunoterapije zasnovane na T ¢elijama su ve¢ u upotrebi, ali su se
pokazale ograni¢eno uspeSnim u prezervaciji beta celija. Zahtev koji se namece jeste
definisanje terapije koja bi trebalo da deluje selektivnije na autoreaktivne T ¢elije 1 sa manje
nezeljenih efekata.

Rezultati nekoliko studija su ukazali na mnogobrojne abnormalnosti u sastavu leukocita
u pacijenata sa T1D, ukljuéujuéi CD4" i CD8" T éelije, CD45R-subpopulacije, NK T éelije,
dendriti¢ne celije 1 (29-39). Uzrok postojanja ovih razlika i njihova povezanost sa patogenezom
T1D ostaje nedovoljno razjasnjena, ali moguci razlog uocenih razlika mogao bi biti defekt u
imunoregulaciji. Pokazano je da je imuni odgovor prirodno regulisan razli¢itim mehanizmima
usmerenim prvenstveno ka kontroli hiperreaktivnosti i prevenciji procesa autodestrukcije, iz
Cega je proistekao 1 aktuelni stav da je svaki poremecaj ili disregulacija T Ccelijske
autoreaktivnosti koja dovodi do razvoja T1D povezana u prvom redu sa poremecajem
supresivnog imunog odgovora.

Na osnovu svega navedenog, namece se zakljucak da T celijska autoreaktivnost ne
predstavlja specifican nalaz u autoimunim oboljenjima. Samim tim, napori da se odredi T
¢elijska autoreaktivnost vezana za odredeno oboljenje poput T1D, su bili ometani u najvecoj
meri prekomernim ocekivanjima vezanim za senzitivnost i specificnost tehnologija za njihovu
detekciju i njihove reproducibilnosti kao markera merenja aktivnosti bolesti.

Imajuci sve navedene Cinjenice u vidu, organizovana je internacionalna radionica o T
¢elijskoj autoreaktivnosti u organizaciji internacionalnog DruStva za imunologiju dijabetesa
(Immunology of Diabetes Society-IDS) u cilju standardizacije imunoeseja 1 mogucénosti
poredenja rezultata dobijenih u razliitim studijama (40-43). Naime, do sada je izvrSena
standardizacija eseja za detekciju autoantitela vezanih za dijabetes (44). Medutim, ova iskustva
nisu se mogla lako preneti na standardizaciju T Ccelijskih eseja, zbog mnogobrojnih 1
jedinstvenih ogranicenja (45), pre svega nemogucnosti sprovodenja eksperimenata u in vivo
uslovima u ljudi, iz eti¢kih i prakti¢nih razloga, a zatim i nemoguénosti pristupanja ciljnom
organu $to znaCajno ogranicava in vitro studije u naporima za definisanje surogat markera
insulitisa. Pored ovoga, nivo autoreaktivnih T celija u cirkulaciji je mnogo manji nego u
inflamatornim lezijama, za razliku od prisustva antitela u uslovima aktiviranog autoimunog
odgovora. Nazalost, in vitro manipulacije takode mogu biti povezane sa greSkama nastalim u
toku procedura: izolacije, koncentracije antigena, porekla seruma u kulturi medijuma, i za
razliku od molekula autoantitela, T c¢elije se ne mogu zamrzavati bez uticaja na njihov
funkcionalni kapacitet. Istovremeno, odredivanje broja T ¢elija pre 1 posle stimulacije

antigenom u mnogo slucajeva nije matematicki moguce, jer su celije responderi prisutne u
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veoma maloj koncentraciji u perifernoj krvi (tj. manje od 1 na 100000 ¢elija u okviru totalne
populacije celija periferne krvi). I na kraju, stepen Cistoée autoantigena neophodnog za
detekciju autoreaktivnih T ¢elija je od odlucujuceg znacaja za precizno odredivanje cirkuliSucih
autoreaktivnih T ¢elija (41, 42, 46).

U celini, teSko¢e vezane za determinisanje autoreaktivnih T limfocita pre svega su
vezane za kvalitet preparata antigena i definisanje relevantnih imunogenih sintetisanih epitopa
na peptidima autoantigena na pankreasnim ostrvcima. Takode, potreba za adekvatno
odabranom grupom kontrolnih ispitanika u cilju poredenja sa pacijentima obolelim od T1D je u
zna€ajnoj meri potcenjena. Imajuéi u vidu doprinos polimorfizma HLA gena u selekciji
repertoara T cCelijskog receptora (TCR), indukciji tolerancije i prezentaciji antigena, uz
¢injenicu da incidenca autoimunih oboljenja opada sa starosnom dobi, veoma je vazna selekcija
odgovaraju¢e HLA 1 starosno usaglaSene kontrolne grupe radi determinisanja T celijskog
odgovora vezanog za odredenu bolest. Uzimajuéi u obzir moguénost da klinicki poc¢etak T1D
moze biti povezan sa generalizovanim hiperimunim odgovorom (47), znacajno je razmotriti
ukljucivanje kontrolnih ispitanika koji imaju znake hroni¢ne inflamacije koja nije vezana za
ispoljavanje T1D (48).

Postoji potreba za razvojem reproducibilnih eseja koji ¢e koristiti smrznute ¢elije, kao 1
za dobijanjem pankreasnog tkiva ili limfnih ¢vorova od osoba sa predijabetesom ili NT1D, radi
karakterizacije antigen specifi¢nog T ¢elijskog odgovora (47).

Uzimaju¢i u obzir opisane teskoce u studijama vezanim za odredivanje autoreaktivnih T
limfocita, ipak je do sada ostvaren znacajan napredak naroCito u poslednjoj deceniji u
rasvetljavanju patogeneze T1D, u smislu definisanja egzogenih faktora sredine koji zapocinju
proces autoimune destrukcije beta celija, targeta za imunoterapiju, kao i realne procene klini¢ke
efikasnosti imunoterapije.

Znacajni podaci o ulozi celularne imunosti u patogenezi T1D dobijeni su ispitivanjem
razli¢itth imunomodulatornih procedura ili agenasa na pojavu 1 tok dijabetesa u
eksperimentalnim modelima.

Imunoterapija usmerena protiv T ¢elija se pokazala korisnom za prezervaciju beta Celija
(49-51). Smatra se da ¢e dalje razumevanje uloge autoreaktivnih T ¢elija, kao 1 osvetljavanje
regulatornog procesa i identifikacija regulatornih ("supresivnih") T celija ukljucenih u
imunolosku kontrolu T ¢elijske autoimunosti, omoguciti detekciju specifi¢nijih targeta za
selektivnu imunoterapiju.

[ako do sada nije mogucée detektovati autoimuni odgovor koji neposredno dovodi do

razaranja beta Celija nastanku T1D, pokazalo se da detekcija autoantitela predstavlja pouzdan
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marker rizika za ispoljavanje T1D, mada ova autoantitela ne ucestvuju direktno u patogenezi
bolesti.

Poznato je da je u okviru velike preventivne studije Diabetes Prevention Trial-1 (DPT-
1) insulin dat kao profilaksa prvim rodacima sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, sa ciljem
da se potencira njegova imunoloska komponenta, uz ve¢ prisutan metabolicki efekat. Medutim,
u okviru ove studije nije pokazano postojanje imunoloskih dokaza za opravdanost ovakvog
pristupa prevenciji T1D (52-56). Ipak, u odredenoj meri su detektovane promene u autoimunom
T celijskom odgovoru na insulin nakon zapocinjanja insulinske terapije po postavljanju
dijagnoze T1D, koje sugeriSu supresiju T Celijske reaktivnosti ili indukciju tolerancije na
insulin, ukazuju¢i na potencijalni pozitivni imunoloski efekat insulinske terapije (57). Na
zalost, do sada ima malo podataka iz klinickih studija koji bi ukazali na adekvatnu dozu
insulina neophodnu radi generisanja ovog imunoloskog efekta. Ovo moze biti objasnjenje zasto
profilaksa insulinom nije pokazala klinicku efikasnost do sada.

Imaju¢i u vidu dosadasnja istrazivanja, moguci razlozi za neuspeh u prevenciji T1D
oralnim insulinom su veoma razli¢iti po¢ev od odabira prvih rodaka, jer je moguce da je kod
pojedinaca autoimuni proces ve¢ ubrzan, a doza oralnog insulina nedovoljna da stimuliSe imuni
sistem. Medutim, ova tvrdenja je veoma teSko dokazati jer do danas ne postoje priznati
biomarkeri za progresiju T1D. U pojedinim animalnim modelima, prevencija oralnim
insulinom je uspela, kod drugih nije. Moguce je da homologi insulin, koris¢en u DPT studiji,
nije uspeo da stimuliSe protektivan imuni odgovor. Takode, vreme zapoc€injanja intervencije je
veoma vazno, jer je moguce da je, kada se registruju imunoloSki markeri koji identifikuju
rodake sa poviSenim rizikom za ispoljavanje T1D, destruktivni imuni odgovor mozda ve¢
postao ireverzibilan (26).

Rezultati studije koja je ispitivala efikasnost aglikoziliranog humanizovanog anti-CD3
monoklonskog antitela u pacijenata sa N-T1D, pokazali su da kratkotrajna intravenska primena
ovog medikamenta ima znacajan uticaj na ouvanje rezidualnog kapaciteta endogene insulinske
sekrecije, naroCito u pacijenata koji su u vreme ispoljavanja T1D imali veéi stepen o¢uvanosti
sekretorne sposobnosti beta celija (58-60). Istovremeno, u toku je ukljucuvanje prvih i1 drugih
rodaka sa rizikom za ispoljavanje T1D, sa detektovanim autoantitelima i poremecajem glikozne
tolerancije, u fazu II klinickog ispitivanju, u kojoj se ispituje anti CD3 antitelo, teplizumab u
prevenciji T1D (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01030861), a rezlutati se ocekuju pocetkom
2016. godine.

Pokazano je da prvi rodaci nedijabeticari pacijenata obolelih od T1D imaju ¢esto slican

imunoloski odgovor kao i pacijenti oboleli od T1D u poredenju sa kontrolnim ispitanicima, koji
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nisu u srodstvu sa obolelima (61). Ipak, brojne studije prevencije T1D, nisu postigle cilj, kako
studije primarne prevencije, pre registrovanja parametara beta ¢elijske autoimunosti u osoba sa
visokim genetski rizikom za ispoljavanje T1D (dijetarne manipulacije, uklju¢uju¢i formule za
ishranu odojcadi bez kravljeg mleka ili govedeg insulina, obogadena omega 3 masnim
kiselinama, odloZzeno uvodenje hrane bogate glutenom ili suplementacija vitamina D), tako i
studije sekundarne prevencije u osoba u koji je registrovano prisustvo autoantitela na beta
¢elijske antigene (nikotinamid, insulin subkutano, oralno, nazalno, GAD 1 ciklosporin, kao 1

teplizumab 1 abatacept) (62-86).

Smatra se da je najsenzitivnije 1 najspecifi¢nije orude za predikciju T1D medu rodaci
detekcija autoantitela na biohemijski karakterisane autoantigene ostrvaca (87,88). Pozitivnost
za 2 antitela je povezana sa kumulativnim rizikom za ispoljavanje T1D >80% tokom sledec¢ih
15 godina (89) a pozitivnost za 3 antitela i sa ve¢im stepenom progresije (90). Sa druge strane,
poznato je da svi rodaci sa detektovanim antitelima ne progrediraju u manifestni T1D okviru
vremenskog perioda odredenog za praCenje, a saznanje o prisustvu anitela ima znacajan
psiholoski efekat na osobu i na porodicu (91) 1 moZe imati za posledicu promene u ponaSanju u
pokusaju da se prevenira ili odlozi progresija u klini¢ko oboljenje (92). Vazno pitanje je i cena

utvrdivanja rizika i pracenja osoba sa rizikom za ispoljavanje T1D.

Rezultati studija pokazuju da je u brace i sestara obolelih od T1D, procenjeni rizik od
ispoljavanja T1D do 20. godine Zivota bio 4.4%, a znacajno visi kod brace i sestara ¢iji je rodak
oboleo od T1D pre 7 godine zivota (93-95). Takode, procenjeni rizik je kod roditelja bio 2.6%
do 40. godine zivota 1 to kod oceva prakti¢no dva puta veci nego kod majki (18). Istovremeno,
samo 15% pacijenata sa T1D imaju obolele prve rodake. Kod prvih rodaka pacijenata sa T1D
postoji rizik od oko ~5% za razvoj T1D. Deca ¢iji su ocevi oboleli od T1D imaju veéi rizik za
razvoj T1D u poredenju sa decom ¢ije su majke obolele (7 vs. 2%) (87).

Rizik kod brace 1 sestara je 10-20% visi, odnosno 3—6% do 20. godine (27,94) 1 10% do
60. godine zivota (96). Pokazano je da je rizik veéi kod brade i sestara pacijenata koji su od
T1D oboleli do 5. godine zivota (kumulativni rizik do 20. godine 11.7% u poredenju sa 3.6% za
starost 5-9. godina i 2.3% za kategoriju 10—14. godina) (94); isto vazi i za roditelje. Lorenzen i
saradnici su pokazali da se ¢ak 50% drugih slucajeva oboljevanja u porodici javlja u okviru 10
godina nakon registrovanog prvog slucaja, a multivarijantna analiza je pokazala da je tip

srodstva i starosna dob obolelog od T1D najznacajniji prediktor za oboljevanje od T1D u

rodaka (96).
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Istovremeno, smatra se da je pojava fenomena tranzitornosti antitela, koji se javlja kao
posledica ukrStene reaktivnosti antitela koja su nastala na faktore sredine a koja reaguju
sluc¢ajno 1 na pojedinacne epitope GAD, insulina ili ICA512, povezana sa starijim Zivotnim
dobom, muskim polom, pojedinaénom pozitivnoS$¢u za odredeno antitelo, protektivnim HLA
klase II haplotipom i odsustvom rizi¢nog HLA DQ haplotipa (97,98,99). Nijedno od dece sa
tranzitornim antitelima nije ispoljilo dijabetes. Tranzitorna antitela se registruju u manje od 1 na
50 rodaka ili ¢lanova opsSte populacije. Pojava perzistetnih antitela, pogotovu multipnih,

povecava verovatnocu za progresiju u T1D.

U pokusaju predikcije ispoljavanja T1D sprovedene su skrining studije detekcije osoba
sa povecanim rizikom za ovu bolest. U okviru ovih studija pokazan je prediktivni znacaj
odredivanja ICA, GAD, IA2 i TAA. U tom smislu, pokazano je da kumulativni rizik za
ispoljavanje T1D u toku 10 godina praéenja u opstoj populaciji iznosi u ICA" osoba 8%, u
GAD" 10%, uIA2" 11% i uIAA" 5%.

Upravo je nastavak istrazivanja u istom smeru u zdravih prvih rodaka pacijenata sa T1D
ukazao na sliénu prediktivni vrednost odredivanja svakog od markera pojedina¢no (ICA12%,
GAD'12%, IA-2" 13% i IAA" 6%) ali je i potvrdena neosporna korist odredivanja sva 4, ili bar
viSe od 2 markera. U ovim studijama je pokazano da je pozitivnost sva 4 markera ukazivala na
kumulativni rizik pojave bolesti od 88%, Sto ve¢ ima i veliki klinicki zna€aj. Kasnija
proucavanja su ukazala da postoje optimalne kombinacije odredivanja pojedinih markera prema
uzrastu i to za decu do 10 godina I[AA+GAD+ [A-2, za uzrast od 10-20 godina GAD+IA-
2+ICA, a za starije od 20 godina GAD-+ICA (100).

Preporuke internacionalnog DruStva za imunologiju dijabetesa imaju isti pristup u
pogledu markera u populacionom skriningu i sugeriSu primarno testiranje u srodnika u vidu
detekcije GAD+IA-2 ili GAD+IAA (senzitivnost >85%, specificnost >98%) a IAA za decu
mladu od 10 godina. Pozitivnost 2 ili viSe autoantitela definiSe visok rizik za T1D pa je
potrebno stalno dalje pracenje po moguéstvu sva 4 autoantitela (100).

Pokazano je da je ukupan broj antitela znaCajniji za predikciju od specificne
kombinacije pozitivnih antitela na ostrvca (98). Na primer, dodavanje bilo kojeg pozitivnog
antitela na pozitivnost na ICA u Bart’s-Windsor, Bart’s-Oxford prospektivnoj porodi¢noj
studiji podiglo je 15-godisnji rizik za ispoljavanje T1D od 47 na 66% (101). U Barbara Davis
Center, prvi rodaci bez antitela su imali 5-godiSnji rizik za ispoljavanje T1D samo 0.2%
(45,102). Kada su testirani za GADA 1 IA-2A i/ili IAAs, rizik za T1D je bio 15% sa jednim
antitelom, 44% sa 2 antitela i 100% sa 3 antitela. U Milan family studiji 6-godiSnji rizik je bio
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26% za ICA", oko 18.2% za GAD" i IA-2A" i samo 5.6% za IAA" (103). U University of
Florida studiji od 15,224 zdravih rodaka pacijenata sa T1D, prisustvo ICA je bio najsenzitivniji
marker za 5-godis$nju predikciju T1D (104). ICAs nosi rizik od 74%, GAD 60%, [A-2A 54% i
IAA 50% (105).

U Munich-Germany family studiji (106) GAD' rodaci su imali 56% rizik za
ispoljavanje T1D, dok je 24% bio rizik kod GADrodaka, IA- 2A" rodaci su imali 64%, a samo
13% je bio rizik u IA-2 rodaka, tokom 5 godina pracenja.

Medutim, i1 pored brojnih ispitivanja koja su preduzeta u cilju definisanja imunoloskog
celularnog markera rizika za razvoj T1D u prvih rodaka pacijenata sa T1D, a u kojima su
opisani poremecaji u nivou razli¢itih limfocitnih subsetova, do sada ovaj problem nije
razjasnjen (37,107,108,109). Nase istrazivanje smo usmerili na prve rodake pacijenata obolelih
od T1D, za koje je prethodno pokazano da se karakteriSu 10-20 puta veé¢im rizikom za
oboljevanje od T1D u odnosu na opstu populaciju (110). Znacajna prednost studija u kojima
ucestvuju prvi rodaci pacijenata obolelih od T1D zasniva se na odsusutvu efekta hroni¢ne

hiperglikemije 1 insulinske terapije na imuni sistem (111).

1.3. Karakteristike celularne autoimunosti u T1D

Smatra se da je destrukcija B-¢elija posredovana celularnim imunim odgovorom.
Ovakvo shvatanje imalo je osnova u slede¢im ¢injenicama (i) T ¢elije su prisutne u insulitisu
(i1) progresija oboljenja je odloZena imunosupresivnim lekovima usmerenim na T celije (iii)
cirkuliSu¢i autorektivni T limfociti su identifikovani u pacijenata sa klinickom prezentacijom
T1D (2). Pitanje koje ostaje i dalje nerazjasnjeno jeste inicijalna aktivacija potencijalno
autoreaktivnih T celija. Aktivacija T Celija zahteva prezentaciju autoantigenih determinanti
autoreaktivnim T celijama u kontekstu produkata II klase MHC. Ipak, MHC II molekuli ne
moraju biti ekspimirani normalno na B-¢elijama u in vivo uslovima. Pokazano je da u in vitro
uslovima ekspresija MHC II molekula moze biti indukovana na povrsini [B-Celija
kombinovanim efektom IFN-y i TNF-a, ¢ine¢i moguéim i aktivaciju naivnih autoreaktivnih T
¢elija lokalno u ostrvcima (112). Alternativno, ali verovatnije, autoantigeni se prezentuju
naivnim autoreaktivnim T ¢elijama preko antigen prezentujuéih éelija (APC) koje primarno
eksprimiraju molekule MHC 1I klase. Prepostavljeno je da se inicijalni susret APC i naivne
autoreaktivne T Ccelije odvija u pankreasnim limfnim ¢vorovima. Aktivirane T celije su
sposobne za invaziju ostrvaca gde postaju reaktivirane susretom sa B-Celijskim antigenima i

zapocnju insulitis. Nedavno zavrSena studija je pokazala sve do sada poznate epitope za koje se
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pokazalo da mogu biti T ¢elijski targeti (113). Do sada je definisano 155 CD4 T-¢elijskih
epitopa humanih B-¢elijskih antigena, dok lista za CD8 T-¢elijske epitope sadrzi 22 motiva.

Mathis 1 saradnici su predlozili 2 vrste mehanizama koji su odgovorni za smrt -Celije
(114). U okviru prvog mehanizma, citotoksi¢ne T Eelije prepoznaju autoantigene prezentovane
od strane I klase MHC molekula na povrsini B-Celija, Sto zahteva direktan T ¢elijski/B-Celijski
kontakt. U drugom mehanizmu posredovanom aktivacijom, T c¢elije (ili CD4 ili CD8)
prepoznaju - éelijske antigene prezentovane u kontekstu molekula II klase MHC na APC,
posto molekuli II klase MHC nisu eksprimirani in vivo na B-¢elijama. Aktivacioni model ima za
rezultat direktno ubijanje neduznih "bystander" B-Celija preko citokina i solubilnih medijatora
smrti produkovanih od strane T ¢elija i aktivacijom citocodijalnih funkcija makrofaga. U celini,
B-celijska smrt bi se odvijala mehanizmom apoptoze u okviru prvog modela, dok bi solubilni
medijatori i slobodni radikali destruirali B-¢elije u drugom modelu.

Nedavno je pokazano da zapravo postoji dovoljan broj T ¢elija u perifernoj krvi, koje bi
reagovale sa autoantigenima (115). Ipak, ostaje otvoreno pitanje da li T ¢elijski odgovor koji se
vida u perifernoj krvi reflektuje odgovor u ostvrcima ili pankreasnom limfnom ¢voru. Serija
dokaza sugeriSe da sve osobe koje su seropozitivne ne ispolje T1D, $to znaci da se jednom
zapocet proces moze i zaustaviti. U tom smislu, B-Celijska autoimunost je veoma dinamican
proces. Razvoj multipnih antitela (>2) se deSava najces¢e u prozoru od 6—12 meseci nakon
pojave prvog antitela (116). Ovakva opservacija sugeriSe da bi svaka intervencija sa
modulacijom autoimunog odgovor imala uspeha samo ako bi otpocela odmah nakon pojave
prvih znakova B-¢elijske autoimunosti, $to implicira vremenski period od samo godinu dana za

imune intervencije.

1.3.1. Efektorna faza autoimune destrukcije

Poznato je da se Thl i Th2 efektorne ¢elije razvijaju iz tkzv. naivnih, antigen-neiskusnih
CD4" T ¢elija, a nakon kontakta sa antigenom kroz interakcije prepoznavanja sa dendriti¢nim
APC i pod uticajem specifiénih solubilnih medijatora (117,118). Ipak, smatra se da striktna
dihotomija klonova Th1/Th2, opisana na animalnim modelima, ne postoji u potpunosti u ljudi.
U tom smislu, preciznije definisanje ovih subsetova zasnovano je na stavu da odredeni
subsetovi eksprimiraju pojedine povrSinske molekule i sekretuju odreden profil citokina ili
hemokina (119,120). Prethodne studije su pokazale da postoje razli€iti povrsinski molekuli koji
se eksprimiraju na humanim Thl ili Th2 ¢elijama. Thl-asocirani molekuli su CD26 (121),

membranski [FN-y (122), 1 limfocitni aktiviraju¢i gen (LAG)-3 (123), dok se CD62L (124) i
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CD30 (125) prvenstveno eksprimiraju na Th2 ¢elijama. Istovremeno, svaki Th ¢elijski subset se
karakteriSe produkcijom odredenih citokina, Thl ¢elije sintetiSu IFN-y i predominanto
podrzavaju razvoj celularnog imunskog odgovora, dok Th2 ¢elije produkuju IL-4, IL-5, 1 IL-13,
1 potenciraju razvoj humoralnog imuniteta.

In vivo polarizacija T Celijskih subsetova se najverovatnije odigrava u sekundarnim
limfoidnim organima nakon izlaganja antigenu, a kada naivne CD4" T (elije kontaktiraju
antigen 1 pretvore se u memorijske ili efektorske prekursorske celije, migriraju iz sekundarnih
limfoidnih organa u ciljna tkiva.

Nakon aktivacije, T limfociti sti¢u razliCite efektorske funkcije zavisno od njihovog
citokinskog profila (126,127). Prisustvo IL-12 ili IL-4 tokom inicijalne T-Celijske aktivacije
utiCe da pravac diferencijacije bude usmeren ka razvoju Thl ili Th2 celija (128-130).
Istovremeno, uz sticanje efektornih funkcija, Thl i Th2 celije stiCu i razli¢iti migratorni

kapacitet (131).

1.3.2. Uloga hemokinskih receptora u fenotipskom definisanju Thl i Th2 subpopulacija

Poznato je da su hemokini i njihovi receptori kljuéni medijatori regrutacije i
usmeravanja leukocita u mesta inflamacije, odnosno da su razli¢ite migratorne karakteristike
Thl i Th2 ¢elija vezane za ekspresiju razli¢itih hemokinskih receptora (132-134).

Nedavno zavrSene studije radene u in vitro uslovima, pokazale su da se hemokinski
receptori razli¢ito eksprimiraju na Thl i Th2 efektornim ¢elijama, i to veoma rano u procesu
njihovog nastanka, Sto za posledicu ima razli¢itu distribuciju ovih ¢elija u specificna tkivna
okruzenja (132-134).

Pokazano je da se koriS¢enjem odgovaraju¢ih monoklonskih antitela mogu definisati
hemokinski receptori eksprimirani na frakciji cirkulisuéih CD4" T ¢elija sa CD45RO"
memorijskim fenotipom. U tom smislu, smatra se da Thl ¢elije predominantno eksprimiraju
hemokinski receptor CXCR3, ¢iji su ligandi hemokini interferon-y inducibilni hemokin 10
(interferon-y inducibile chemokine - IP-10) i monokin indukovan gama interferonom (MIG) 1
hemokinski receptor CCRS, ¢iji su ligandi hemokini makrofagni inflamatorni protein-la (MIP-
la), makrofagni inflamatorni protein-1b (MIP-1b), i hemokin eksprimiran i sekretovan od T
¢elija, regulisan pri aktivaciji (regulated on activation, normal T expressed and secreted -
RANTES (119, 135-139).

Sa druge strane, Th2 celije eksprimiraju hemokinski receptor CCR4 koji vezuje

timusom 1 activacijom regulisani hemokin (thymus and activation-regulated chemokine
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(TARC)) 1 hemokin sekretovan iz makrofaga (Human Macrophage—derived Chemokine
(MDCQ)) (123, 132-135, 137, 139, 140,141), zatim hemokinski receptor CCR3 (receptor za
eotaxin, RANTES, monocitni hemoatraktantni protein-3 (monocyte chemoattractant protein-3
(MCP-3)) 1 monocitni hemoatraktantni protein-4 (monocyte chemoattractant protein-4 (MCP-
4)) (140), kao i hemokinski receptor CCRS (receptor za humani hemokin 1-309) (142).

Ovakva zapazanja su potvrdena i1 odgovaraju¢im funkcionalnim ispitivanjima T
limfocita. Naime, u studiji radenoj u in vitro uslovima, CXCR3 se eksprimira u visokom nivou
na skoro ¥ memorijskih T ¢elija (139). Istovremeno, CXCR3 se eksprimira na visokom nivou
na svim ¢elijama Thl celijske linije, dok se na Th2 linijjama eksprimira u niskom nivou i sa
veoma heterogenom Semom. Smatra se da se CXCR3 se eksprimira na ¢ak 72% Thl ¢elija i
samo 10% Th2 ¢elija, odnosno da je ekspresija CXCR3 receptora skoro 7 puta vec¢a na Thl
¢elijama (136). Takode, utvrdeno je da niske koncentracije IP-10, agoniste CXCR3, stimuliSu
porast intracelularnog kalcijuma u Th1 linijama, a taj efekat nije registrovan u Th2 linijama. Sa
druge strane, Th2 linije odgovaraju samo na desetostruko veée koncentracije IP-10, i to sa
veoma malim porastom intracelularnog kalcijuma (139).

Nasuprot tome, TARC, selektivni agonista za CCR4 receptor (143), efikasno indukuje
porast kalcijuma u Th2, ali ne i u Thl ¢elijskim linijama, $to ukazuje da se ovaj receptor
selektivno eksprimira na Th2 ¢elijama. Istovremeno, CCR4 receptor je skoro 15 puta vise
eksprimiran na Th2 nego na Thl ¢elijskim linijama (136). Pokazano je i da se mRNA za CCR4
receptor eksprimira u Th2 linijama u visokom nivou, dok je u Thl linijama potpuno odsutna.
Nadalje, CCR4 receptor je ushodno regulisan sa citokinom TGF-, koji pripada grupi Th2/Treg
citokina a nishodno regulisan sa IFN-a, Thl citokinom.

Dodatno, nakon stimulacije CXCR3 receptora sa IP-10 i MIG, paraleleno sa
ekspresijom liganda za E- 1 P-selectine (144), potencira se migracija Thl 1 ThO ¢elija ka
inflamatornim zariStima u kojima dominira produkcija IFN-y (145). U tom smislu, Thl ¢elije
odgovaraju na 1/10 doze IP-10 u poredenju sa Th2 ¢elijama. (133,136,139).

Istovremeno, u in vivo uslovima je pokazano da su ¢elije sposobne za produkciju Th2
citokina, IL-4, IL-5, 1 IL-13, detektovane CCR4-eksprimiraju¢oj populaciji u okviru
memorijskih CD4" T ¢elija, dok su IFN-y produkujuce éelije registrovane samo u CXCR3-
exprimiraju¢im memorijskim CD4" T ¢elijama (117). Rezultati studije su pokazali da CXCR3 i
CCR4, ali ne i CCRS5 ili CCR3, sluze kao korisni markeri u identifikaciji cirkuli§u¢ih Th1 i Th2
efektornih subpopulacija (117,146,147).

Naime, Qin i saradnici (137) su pokazali da se na cirkuli§u¢éim CD4" T éelijama Gesto

detektuju i CCR5 i CXCR3 receptori, ali je ucestalost CXCR3 znacajno veca. U tom smislu,

12



Uvod

dok se CXCR3 eksprimira kao stabilan marker na memorijskim Thls i ThOs, prisutvo CCRS
receptora vise reflektuje stanje aktiviranosti ¢elija. Istovremeno, pokazano je da Th2 celije
predominanto eksprimiraju CCR4 i znacajno rede CCR3 receptor (119, 136,140), koji snazno
eksprimiraju bazofili (140, 148).

Poznato je da se CXCR3 receptor eksprimira ne samo na aktiviranim T ¢elijama, ve¢ i
na B i NK ¢elijama (119,136-138). In vivo, pokazano je da se CXCR3 eksprimira na
limfocitima sinovijalne membrane i u sinovijalnoj tecnosti pacijenata sa reumatoidnim
artritisom (136-138), inflamiranoj vaginalnoj mukozi, crevima pacijenata sa ulcerativhim
kolitisom (137), a da nije prisutan na glatkomisi¢nim, endotelijalnim ¢elijama 1 fibroblastima.
Visoka CXCR3 ekspresija je nedavno povezana sa nekoliko autoimunih oboljenja ukljucujuci
Gravesovu bolest (149) 1 multiplu sklerozu (150), u kojima ushodna regulacija CXCR3 korelira
sa pojavom relapsa (151).

U skladu sa znacajnom ulogom koju ima ekspresija CXCR3 u infiltraciji pankreasnih
ostrvaca, pokazano je na animalnim modelima da je kod CXCR3 knockout miSa u virusom
indukovanom modelu dijabetesa, utvrdeno postojanje insulitisa znacajno slabijeg intenziteta
(152). Analiza infiltrata pankreasa pokazala je i da je ekspresija CXCR3 redukovana u
prisustvu CD4"CD25" ¢elija. Takode, blokada IP-10, liganda CXCR3 receptora je dovoljna da
uspori razvoj virusom indukovanog dijabetesa, Sto sugeriSe klju¢nu ulogu ovog puta u
inflamaciji i destruktivnom insulitisu (153). Uzimajuéi navedene rezultate u obzir, sugerisano je
da potenciranje efekta Tregs uz blokadu CXCR3 receptora, moze Ciniti strategiju za inhibiciju
regrutacije T ¢elija u inflamatorno ognjiste (154).

Istovremeno, pokazano je i da CXCR3 knockout limfociti ne mogu infiltrisati ostrvca
pankreasa, §to je u osnovi inhibicije ispoljavanja virusom indukovanog dijabetesa, i §to ukazuje
na klju¢nu ulogu CXCR3 u destruktivnom insulitisu (155).

Sa druge strane, CCR4 se eksprimira na velikoj subpopulaciji (20-30%) CD4"
limfocita, na manjoj subpopulaciji (3-5%) CDS8" limfocita kao i na maloj subpopulaciji
timocita. Istovremeno, B limfociti, bazifili, eozinofili, neutrofili i NK ¢elije ne eksprimiraju
CCRA4 receptor (156).

Pokazano je da je Thl c¢elije teSko promeniti laboratorijskim intervencijama, te da one
odrzavaju svoj IFN-y sekretujuci fenotip i nakon manipulacije sa Th2 citokinima. Za razliku od
njih, humane Th2 ¢elije su izgleda manje stabilne i mogu se dodatnim laboratorijskim
intervencijama prevesti u IFNy- sekretujuci tip (135).

Uz efektorsku funkciju, aktivirani T limfociti sticu razli¢ite migratorne kapacitete, §to je

klju¢ za efikasnu regulaciju imunog odgovora (157). Regulacija migracije leukocita je proces
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koji ukljuc¢uje adhezione molekule poput selektina i integrina (158,159), kao i hemokine i
njihove receptore (160). Kombinovana akcija adhezionih molekula i hemokina omogucéava

formiranje koda po kojem se ostvaruje migracija leukocita u razlicita podruc¢ja (161,162).

1.3.3. Uloga hemokina u patogenezi T1D

Poznato je nivo hemokina i citokina u cirkulaciji marker celularnog imuniteta. U tom
smislu, nivo cirkuliSu¢ih hemokina moze dati vredne informacije o riziku za ispoljavanje
odnosno progresiji bolesti, iako ovi markeri nisu antigen specifi¢ni a za veliki broj njih jo$
uvek nije poznat celularni izvor. Do sada je opisana povezanost prisustva i titra antitela na beta
¢elijske antigene 1 nivoa markera urodene imunosti interleukina 18, faktora inhibicije
makrofaga (macrophage inhibition factor-MIF) i1 monocitnog hemoatraktantnog proteina
(monocyte chemoattractant protein 1)(163).

Poznato je da su hemokini klasa citokina sa hemoatraktantnim svojstvima (164). Naime,
¢elije sa odgovaraju¢im hemokinskim receptorom (limfociti, eozinofili, fibroblasti, monociti,
neutrofili, NK c¢elijje, ili druge efektorne ¢elije) migriraju ka izvoru hemokinske produkcije.
Hemokini se produkuju od strane Sirokog spektra ¢elija u odgovoru na infekciju (tj. bakterijske
ili virusne produkte) ili agense koji uzrokuju fizicku Stetu tkivima. Medutim, oni nisu samo
prosti medijatori regrutacije ¢elija, procesa koji zahteva prisustvo citokina da bi indukovali
ekspresiju endotelijalnih adhezionih molekula i1 vazoaktivne medijatore koji ¢e promovisati
leukocitne interakcije sa vaskularnim endotelijumom. Hemokini igraju ulogu i u angiogenezi,
razvoju limfocita i borbi protiv infekcija. Do danas je registrovano vise od 50 hemokina (165).

Prva saopstenja o ulozi hemokina u T1D su bila vezana za istrazivanja na animalnim
modelima, a prve povezanosti su se bazirale na rezultatim dobijenim genetskim istrazivanjima,
imajuci u vidu da je na animalnom modelu utvrdena povezanost ispoljavanja T1D i gena na
centralnom regionu hromozoma, za odredene familije hemokina (166).

Do danas su publikovani rezultati studija o hemokinima u T1D u humanoj populaciji, ali
su one limitirane ¢injenicom da se njihova aktivnost analizirala u perifernoj krvi.

Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10) ili mali inducibilni citokin B 10 (small-
inducible cytokine B10) ili C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10) sekretuje se od strane
monocita, endotelijalnih ¢elija i fibroblasta kao odgovor na stimulaciju sa IFN-y (167).
CXCL10/IP-10, ima ve¢inom hemotakti¢nu aktivnost za aktivisane Thl celije, Tcl Celije 1 NK
¢elije koje eksprimiraju CXCR3, 1 ukljucen je u patogenezu razliCitth dominantno Thl-

autoimunih oboljenja (168) poput eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa (EAE)
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(169) 1 reumatoidnog artritisa (170). U animalnim modelima, pankreasne B ¢elije produkuju
CXCL10 tokom insulitisa, a inhibicija CXCLI10/CXCR3 interakcije suprimira razvoj
autoimunog dijabetesa (167).

Sa druge strane, timus i aktivacijom regulisani hemokin (thymus and activation
regulated chemokine (TARC)) ili chemokine (C-C motif) ligand 17 (CCL17) je citokin koji
pripada CC familiji hemokina i konstitutivno se eksprimira u timusu, a tranzitorno na antigen
stimulisanim perifernim mononuklearima. On ucestvuje u hemotaksi T ¢elija vezujuéi se za
hemokinski receptor CCR4 (164).

Medutim, detaljnija analiza ova dva hemokina u cirkulaciji osoba sa rizikom za

ispoljavanje T1D do sada nije radena.

1.3.4. Thl / Th2 paradigma u T1D

Poznato je da je diferencijacija efektornih T ¢elija zapo€inje nakon signala dobijenog sa
TCR, kostimulatornih molekula i citokinskih receptora. Thl 1 Th2 diferencijacija je inicirana
aktivacijom T ¢elija u prisustvu IFN-y ili IL-4. Ovi integrisani signali zatim indukuju ekspresiju
linijski specifi¢nih transkripcionih faktora i usmeravaju Th ¢elijsku diferencijaciju. Medusobna
inhibicija citokina posredovana je linijski specifiénim transkripcionim mehanizmima. Nakon
vezivanja za receptor, IL-12 aktivira provodnika signala transkripcionog faktora i aktivatora
transkripcije 4 (the transcription factor signal transducer and activator of transcription 4
(STATH4)), sto rezultira ekspresijom T-bet (poznatim i kao Tbx-21), master regulatora Thl
diferencijacije. Th2 polarizacija je inicirana dejstvom IL-4 preko STAT6, koji ushodno regulise
ekspresiju GATA-vezujuceg proteina 3 (GATA3), master regulatora Th2 diferencijacije. Sa
druge strane, Th1/Th2 paradigma je paradoksalna jer animalni model tretiran anti- IFN-y-
antitelima, kao i IFN-y- ili IFNR-deficijentni model razvijaju eksperimentalni alergijski
encefalomijelitis, klasi¢nu Th1 asociranu bolest (171).

U tom smislu, rezultati nedavno zavrSenih studije su pokazali sa klasican model
Th1/Th2 CD4'T ¢elijski efektorni model zahteva reinterpretaciju, i da sem ove 2 subpopulacije
postoje 1 T regulatorni subset kao 1 Th17 (171). Sada je poznato da su IL-17-produkuju¢e T
¢elije, ranije posmatrane u sklopu Thl subseta, specificna T celijska populacija. Ove
novootkrivene T ¢elije, nazvane Th17 ¢elije, imaju definisani citokinski profil, svoj sopstveni
set linijski specifi¢nih razvojnih gena i predstavlju glavne pro-inflamatorne CD4" efektorne T

¢elije u animalnim modelima mnogih autoimunih bolesti. Njihov master regulator je retinoid
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orphan receptor (ROR)gt (RORC2 kod ljudi). IL-17 je marker molekul za Th17 ¢elije, a Th17
citokin efektorni molekuli su IL-17 A/F, TNF-a, IL-6 i GM-CSF.

Smatra se da ispoljavanje T1D nastaje nakon prekida balansa u nivou T-Celijskih
subsetova. Th1 ¢elije inhibiraju razvoj Th2 1 Th17 subsetova, a Th2 ¢elije inhibiraju razvoj Th1
subsetova. U tom smislu, svaka interferencija sa jednim putem diferencijacije najverovatnije
menja balans drugog puta (172). Molekularni mehanizmi puteva razvoja T ¢elijskih linija
ukrStaju se na nivou linijski specifi¢nih transkripcionih faktora, poput T-Bet, GATA-3, FOXP3
1 RORC2, za Thl, Th2, Treg, i Th17 (173). Pokazano je da su ove kompetitivne intereakcije
rezultat genetskog imprintinga ili remodelovanja hromatina koji diktiraju dostupnost hromatina
subset-specifi¢nih gena u ¢elijama progenitorima (174).

Definisanje T reg i Thl7 subsetova omogucilo je sagledavanje druge kljucne
karakteristike T-cCelijske biologije, pored negativnih, kompetitivnih regulacionih procesa : svi
putevi diferencijacije koriste pozitivne povratne sprege, koji mogu sluziti kao autokrini i
parakrini mehanizmi polarizacije T ¢elijskih subsetova. Thl ¢elije produkuju IFN-y, koji
direktno indukuje T-Bet u naivnim T Celijama 1 indirektno stimuliSe sekreciju IL-12 preko
APC. IL-12 takode indukuje T-Bet i jedan esencijalni citokin za razvoj Thl. Th2 produkuju IL-
4, koji je poznat kao esencijalni faktor za autokrinu GATA-3—zavisnu diferencijaciju.
Kombinacija TGF- i IL-6 uz transkripcione faktore STAT3 i RORgt je nedavno opisana kao
esencijalna za inicijalnu diferencijaciju Th17 ¢elija, a IL-23 za kasniju stabilizaciju Th17
¢elijskog subseta, dok IL-21, produkovan od strane samih Thl7, igra znacajnu ulogu u
amplifikaciji Th17 ¢elija. Nedavno zavrSena studija pokazala je visok nivo IL-17 transkripata u
okviru insulitisa u NOD misa, a utvrdeno je i da je povisen nivo IL-17 u serumu bio povezan sa
ubrzanom progresijom T1D na animalnom modelu (175,176).

Pokazano je da u patogenezi T1D, u NOD miseva dominira Thl subset, dok
istovremeno, iako Th2 subset dominira u nedestruktivnom periinsulitisu u ovih miSeva,
interleukin 4 (IL-4) sekretuju¢i Th ¢elijski klonovi su sposobni da adoptivnim transferom
prenesu insulitis ili dijabetes u nedijabetesnih imunoinkompetentnih NOD scid recipijenata i
nisu u stanju da preveniraju pojavu bolesti (177).

U viSe studija radenih u ljudi je pokazano da je N-T1D povezan sa predominacijom Th1
citokina i smanjenjem u produkciji Th2 tipa citokina, u najve¢oj meri IL-4. Smatra se da Thl
citokini deluju dominantno na makrofage (MF) i CD8" T limfocite preko kojih pojacavaju
infiltraciju pankreasnih ostrvaca, istovremeno inhibiraju¢i produkciju solubilnih citokinskih
antagonista, ukljucujucéi IL-1 receptorski antagonist, Sto dovodi do stimulacije produkcije IL-1

preko MF, a zatim i pojacane sekrecije Th1 tipa citokina.
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Sa druge strane insulitis u pacijenata sa N-T1D je povezan sa naseljavanjem pankreasa
Th2 ¢elijama i predominacijom Th2 tipa citokina. Pokazano je da ekspresija Th2 citokina od
strane ¢elija pankreasnih ostrvaca ne moze ublaziti proces autoimune destrukcije ve¢ naprotiv,
je u osnovi stimulacije 1 ubrzanja ovog procesa oSteCenja beta celija. Indukcija Th2
posredovanog humoralnog imunog odgovora prouzrokuje ubrzano Sirenje autoimunog
odgovora na ne-beta celijske antigene, $to zajedno sa delovanjem Thl tipa citokina prouzrokuje
egzacerbaciju procesa koji je u osnovi pojave T1D (178).

Na osnovu navedenog potvrdeno je i postojanje morfoloske razlike u Thl i Th2
insulitisu, odnosno Thl insulitis je vise fokalnog karaktera i sastoji se od dominantne CD4",
CDS8" T ¢elijske infiltracije, pri ¢emu beta ¢elija umire u procesu apoptoze. Th2 insulitis je
rasprostranjeniji 1 sastoji se od pretezno Eo, MF, fibroblastne infiltracije uz prisustvo malog
broja T limfocita, a beta ¢elije pankreasnih ostrvaca umiru u procesu nekroze. Istovremeno,
ustanovljena je i razlika u kinetici autoimunog odgovora. Th1 odgovor je brzi, agresivniji i traje
duzi vremenski period, i dok je Th2 odgovor dominantno odgovoran za ranu fazu u nastanku
T1D, Thl odgovor je u najvecoj meri odgovoran za perzistentan i prolongirani atak procesa
autoimune destrukcije beta celija.

U celini, postojanje Th1 ili Th2 tipa citokinskog profila predstavlja samo dve ekstremne
opcije u poredenju sa velikim brojem drugih mogucih opcija od znacaja za patogenezu T1D. Sa
druge strane je ograniCenje da se in vitro blokada jednog subseta limfocita preko monoklonskih
antitela ne moze izvoditi in vivo, a citokini kao Sto je IL-10 imaju pleotropne efekte, odnosno
produkuje ih visSe od jedne vrste ¢elija a deluju na vise razlicitih Celija.

Studije koje su radjene na animalnim modelima (NOD miSevi i BB pacovi) podrzale su
koncept da je destruktivni beta celijski insulitis povezan sa ekspresijom proinflamatornih
citokina (IL-1, TNF-a) i to preovladujuc¢e Thl tipa citokina (IFNy, TBF-f, IL-2, IL-12), dok je
nedestruktivni insulitis povezan sa pojacanom ekspresijom Th-2 tipa citokina (IL-4 i IL-10)
(178). Ipak, citotoksi¢ni T €elijski klonovi obe i Th1 i Th2 ¢elijske linije, mogu biti upotrebljeni
za prenos dijabetesa u NOD miSeva, sugeriSu¢i da promena ravnoteze Thl/Th2 ¢elijskih
subsetova, koja je u osnovi razvoja T1D kao autoimunog oboljenja, kao prethodna paradigma
nije u potpunosti istinita. Istovremeno, pokazano je da oralno dat insulin i GAD mogu
prevenirati pojavu dijabetesa stvaranjem Th2/Th3 ¢elijskih subsetova koje karakterise sekrecija

transformiSucéeg faktora rasta f (transforming growth factor f— TGF-f).
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1.3.5. Uloga regulatornih T celija u TID

Poznato je da je patogeneza T1D povezana sa gubitkom imunoloske tolerancije na
sopstvene antigene ali osnova ovog procesa koji dovodi do razvoja bolesti nije u potpunosti
razjasnjena. Rezultati studija na animalnim modelima su pokazali da gubitak imunoloske
tolerancije na beta celijske antigene moze biti posledica razli¢itih fakora, uklju¢ujuéi genetske i
faktore sredine (179). Smatra se da T ¢elijska tolerancija nastaje u timusu a odrzava se brojnim
mehanizmima na periferiji (180). Prema savremenoj interpretaciji hipoteze o klonalnoj
selekciji, multipni klonovi imunokompetentnih T ¢elija imaju jedinstvene antigen-specificne
receptore i pre interakcije sa antigenima a selekcija se vrsi na osnovu interakcija sa sopstvenim
peptidima vezanim za MHC molekule u timusu. Vecina timocita koji nose visoko afinitetne
receptore za sopstvene antigene bivaju eliminisani centralno tokom diferencijacije u timusu
procesom apoptoze koji se naziva negativna selekcija. Ipak, veliki broj autoreaktivnih T ¢elija
sa niskim i/ili intermedijarnim afinitetom za sopstvene antigene mogu izbeéi negativnu
selekciju u timusu i1 pre¢i na periferiju, gde su sposobne za aktivaciju autoantigenom,
proliferaciju 1 diferencijaciju u potencijalne patogene efektorne ¢elije (181). Stoga, mehanizam
koji kontroliSe razvoj i funkciju ovih autoreaktivnih T ¢elija automatski kontroliSe inicijaciju i
progresiju autoimunih bolesti.

U tom smislu, smatra se da autoimune bolesti nastaju kao posledica neuspeha u
eliminaciji ili inaktivaciji visokoafinitetnih imunokompetentnih ¢elija tokom njihovog razvoja
1/ili neuspeha imunog sistema da kontroliSe rast ili funkciju intermedijarnih autoreaktivnih
klonova koji pobegnu na periferiju.

Ovi nalazi uticali su na formiranje preovladujuceg shvatanja da i u T1D postoji
poremec¢aj mehanizama centralne i1 periferne tolerancije (109). Naime, sa jedne strane je
poznato da je klonalna delecija autoreaktivnih T ¢elija u timusu jedan od mehanizama kojim se
indukuje tolerancija na autoantigene. Sa druge strane, pokazano je da u timusu osoba koje
imaju protektivne genske alele za nastanak dijabetesa, postoji snizena ekspresija insulina.
Rezultati drugih studija sugeriSu da u osoba koje su pod ve¢im genetskim rizikom za razvoj
dijabetesa postoji neefektivno vezivanje antigena za HLA-DQ ili -DR produkte koji potenciraju
beta ¢elijsku autoimunost, Sto omogucéava autoreaktivnim T ¢elijama da izbegnu eliminaciju u
timusu 1 predu u cirkulaciju. Takode, pokazano je postojanje defekata u apoptozi aktiviranih T
¢elija u animalnim modelima dijabetesa, kao 1 povezanost sa polimorfizmom CTLA-4 antigena,
negativnog regulatora aktivacionih puteva u T limfocitima u pacijenata sa T1D (109), §to bi

zajedno moglo ukazati na postojanje defekata u perifernoj toleranciji.
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Grupi "supresorskih" T éelija pripadaju razli¢iti subsetovi regulatornih CD4" i CD8" T
¢elija kao i NK T ¢elije, a njihova funkcija je usmerena na supresiju razvoja potencijalnih
patogenih antigen-reaktivnih T celija. Supresorske T Celije igraju znacajnu klinicku ulogu u
prevenciji i terapiji autoimunih bolesti a smatra se da su neophodne u kontroli autoimunosti i

kontroli imunog odgovora na transplantate, alergene i infektivne patogene (182).

1.3.5.1. Uloga CD4 " CD25" regulatornih T éelija u patogenezi T1D

Prethodne studije su pokazale da je subset perifernih CD4" T éelija koje koeksprimiraju
a-lanac receptora za IL-2 (CD25 antigen) neophodan za kontrolu autoreaktivnih T ¢elija u in
vivo uslovima (183). Naime, rezultati studije radene na animalnom modelu misa
timektomisanog u ranom Zivotnom dobu, §to je rezultiralo odsustvom populacije CD4 CD25"
¢elija, ukazali su da je nakon timektomije doslo do razvoja razli¢itih autoimunih bolesti Zeluca,
tireoidee 1 endokrinog pankreasa (183).

CD4'CD25" regulatorne éelije su prvo identifikovane kod animalnih modela (mis), a
registrovana je komparabilna populacija T Ccelija identicnog fenotipa i funkcionalnih
karakteristika u pacova i ¢oveka (184,185). One reprezentuju 5-10% svih perifernih CD4" T
¢elija. Analizom karakteristika ove subpopulacije u in vitro uslovima utvrdeno je da se
izolovane CD4'CD25" regulatorne ¢elije odlikuju smanjenom responsivno$éu na alogene i
poliklonalne aktivatore (186). Medutim, pokazano je da ova subpopulacija suprimira
proliferaciju konvencionalnih CD25™ T ¢elija u kokulturi (187). Aktivirani inhibitorni kapacitet
CD4'CD25" regulatornih T éelija je antigen nespecifi¢an, §to znaci da je supresija nezavisna od
specifi¢nosti antigena respodiraju¢e T ¢elijske populacije (188). Ipak, u in vitro uslovima,
inhibitorna aktivnost ove regulatorne subpopulacije je striktno zavisna od interéelijskog
kontakta sa CD25" T ¢elijama a nezavisna od solubilnih supresivnih citokina (184,188). Tacan
mehanizam pomoéu kojeg CD4'CD25" regulatorne éelije ostvaruju svoj supresorski efekat
ostaje nepoznat. Medutim, poznato je da je rezultat ove supresije inhibicija transkripcije IL-2 u
populaciji Celija respondera (188). Istovremeno, supresorski efekat i hiporesponsivno stanje
CD4'CD25" regulatornih T ¢elija moZe biti prevladano dodavanjem egzogenog IL-2 i IL-15
(184,188).

Rezultat ove supresije je inhibicija transkripcije IL-2 u populaciji ¢elija respondera,
blokada proliferacije i sekrecije proinflamatornih citokina 1 indukcija stanja anergije efektornih

autoreaktivnih ¢elija.
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Poznato je da je CD25 antigen u svojoj osnovi a lanac receptora za IL-2, koji na svojoj
povrsini eksprimiraju éelije nakon aktivacije antigenom, $to implicira da bi u CD4 CD25"
subpopulaciju mogle biti ukljuéene i nedavno aktivirane efektorske CD4" T Gelije. Ipak,
pokazano je da se regulatorne T ¢elije karakteriSu stabilnom ekspresijom a lanca receptora za
IL-2 odnosno CD25 antigena a aktivirane efektorne celije na svojoj povrsini tranzitorno
eksprimiraju CD25 antigen (189). Istovremeno, s obzirom da se u timusu razvijaju i
konvencionalne CD4" T éelije i regulatorne CD4°CD25" T éelije nametnula se dilema o
mehanizmu koji je odogovoran za selekciju regulatornih i konvencionalnih T ¢elija. Smatra se
da je proces selekcije zavisan od stepena afiniteta T Celijskog receptora (TCR): 1) nizak afinitet
vodi u pozitivnu selekciju i nastanak konvencionalnih CD4" T ¢elija 2) intermedijarni afinitet
vodi u pozitivnu selekciju i nastanak CD4'CD25" T regulatornih éelija i 3) visok afinitet
rezultira negativnom selekcijom i deplecijom takvih timocita nakon prepoznavanja sopstvenog
peptida u kontekstu produkata MHC klase II (190).

U cilju precizne fenotipske identifikacije regulatorne subpopulacije sa supresorskim
karakteristikama, analizirana je uloga 1 znacaj veceg broja povrSinskih markera koji bi zajedno
sa CD25 antigenom jasno fenotipski izdvojili regulatornu supresorsku subpopulaciju.

CD4'CD25" regulatorne ¢elije se karakterisu konstitutivnom ekspresijom nekoliko
aktivacionih markera ukljucujuci glukokortikoidima indukovan familiji faktora nekroze tumora
slican protein (glucocorticoid-induced TNFR family-related protein - GITR), OX40 (CD134),
L-selectin (CD62L) 1 CTLA-4 (CDI152) (191). Znacaj ovih molekula za funkcionisanje
regulatornih Celija za sada nije dovoljno jasan. Smatra se da membranski TGF-f moze
udestvovati u inhibitornoj aktivnosti CD4 CD25" T regulatornih ¢elija kod misa (192) a u
jednoj studiji (193) pokazano je da je supresorski kapacitet humanih CD4'CD25" timocita
blokiran kombinacijom antitela na CTLA-4 antigen i membranski TGF-B u in vitro uslovima.
Ipak, ovi rezultati se mogu teSko reprodukovati (188) a upotreba anti-CTLA-4 monoklonskih
antitela ili blokiraju¢ih Fab fragmenata na CTLA-4 ili TGF-B, nije pokazala efekat na
supresornu aktivnost humanih CD4'CD25" T regulatornih éelija u perifernoj krvi (194).
Istovremeno, utvrdeno je da je membranski TGF-B nishodno regulisan na humanim
CD4'CD25" ¢elijama nakon aktivacije (195). Najzad, poznato je da se CD4'CD25" regulatorne
T ¢elije sa punim supresorskim kapacitetom mogu izolovati iz TGF-B-deficijentnog misa (196).
Upravo zato potencijalna uloga TGF-3 i CTLA-4 u posredovanju interéelijskim supresorskim
mehanizmima ostaje kontroverzna. Najve¢a zamerka navedenim studijama je Cinjenica da su

oba, membranski TGF-B i CTLA-4, eksprimirani na aktiviranim konvencionalnim CD4 CD25
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T ¢elijama. Stoga se sa sigurnos¢u ne bi moglo tvrditi da li su opisani efekti rezultat vezivanja
blokirajuéih antitela za CD25 CD4" regulatorne T éelije ili konvencionalne CD4" T éelije.

ZnaCajno je naglasiti da ovi markeri ipak ne omogucavaju kategori¢nu distinkciju
izmedu regulatornih 1 nedavno aktiviranih T ¢elija. Upravo zato, definisani su i drugi markeri,
kao FoxP3 kao glavnog transkripcionog faktora za razvoj i funkcionisanje CD4 CD25"
regulatornih T ¢elija, pa se u tom smislu naturalne Tregs karakteriSu visokom ekspresijom
CD25 1 FoxP3 ali i niskom ekspresijom IL-7R (CD127) (197,198). Naime, do sada nije
postignut konsenzus koji se ti¢e definisanja povrSinskih antigena karakteristicnih za T reg:
CD4" i CD25" éelije su prethodno opisani kao indikatori Tregs, ipak, neke od studija ukazuju
da samo ekspresija najvisih nivoa CD25 ispoljava in vitro supresorsku aktivnost. lako je FoxP3
konstitutivno eksprimira u Treg c¢elijama, prisutan je 1 u aktiviranim T ¢elijama, S§to smanjuje
njegovu specifi¢nost kao markera za Treg (199). Nedavno zavrSena istrazivanja sugerisala su da
je CD127 (o-lanac za interleukin-7 receptor) nishodno regulisan na humanim T ¢elijama nakon
aktivacije. Niska ili negativna ekspresija povrSinska eskpresija ovog markera omogucava
fleksibilnu alternativu FoxP3 markeru za identifikaciju i izolaciju T reg za funkcionalnu
analizu, jer se CD4"CD25"CD127 ¥ ¢elije smatraju regulatornim T éelijama (200,201).

Ipak, nedavno je utvrdeno da transkripcioni faktor FoxP3 igra glavnu ulogu u funkciji
CD4'CD25" T éelija (202). Na animalnom modelu je pokazano da odsustvo ovog faktora zbog
mutacije FoxP3 gena uzrokuje razvoj fatalne limfoproliferativne bolesti i autoimunih
poliendokrinopatija Pokazano je da FoxP3 direktno ucestvuje u razvoju 1 funkcionisanju
regulatornih T ¢elija (202). Za razliku od drugih markera koji su eksprimirani na aktiviranim T
¢elijama, FoxP3 je eksprimiran i u ranim fazama razvoja regulatornih ¢elija. Ipak, nedavno je
pokazano da Foxp3 moze biti eksprimiran i na CD4 CD25™ ¢éelijama nakon aktivacije. Naime,
FoxP3" CD25 ¢elije ¢ine periferni rezervoar diferentovanih regulatornih T éelija koje se mogu
regrutovati u CD25" pul nakon ekspanzije i/ili aktivacije (203). S obzirom da se Foxp3
eksprimira i na aktiviranim CD8" T ¢elijama, postoje misljenja da ekspresija ovog antigena
korelira sa funkcionalnim svojstvom supresije ali ne i sa karakteristikom specificnog linijskog
markera (204).

FOXP3 se eksprimira na ve¢ini CD4 CD25"¢" T ¢elija u perifernoj krvi, dok je samo
tre¢ina CD4"CD25™ populacije FOXP3", §to je u osnovi objasnjenja da je kod ljudi regulatorna

high pulom, pulom najjac¢ih supresora (199).

aktivnost posredovana predominanto CD4 CD25
Rezultati studije su pokazali da je u ljudi, oko polovina CD4 CD25" populacije FOXP3". Sa

druge strane, manje od 4% CD4 CD25  ¢éelija eksprimira FOXP3 (205).
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Inace, FOXP3 pripada forkhead familiji transkripcionih faktora i deluje prvenstveno
kao represor. FOXP3 ima 3 funkcionalna domena: C2H2 zinc-finger motiv, leucine-zipper-like
motiv 1 carboxy-terminal forkhead domen, koji se direktno ili preko formiranja represorskog
kompleksa sa nuklearnim faktorom aktiviranih T ¢elija (nuclear factor of activated T cells
(NFAT)), moze vezati za promoter gena za IL-2 i blokirati transkripciju mRNA za IL-2 (206).
Istovremeno, FOXP3 moze direktno vezati ARRE2 mesto u promotoru za interleukin-2 in a taj
nacin inhibirati transkripcionau aktivaciju IL2 (207, 208). Takode, najmanje jedan mehanizam
vezan za FOXP3-posredovanu transkripcionalnu represiju ukljucuje direktan kontakt sa NFAT i
njegovu posledi¢nu inhibiciju. Rezultati studija pokazali su na animalnom modelu da je broj
gena regulisanih preko FOXP3 izmedu 700 i 1100 (207, 209). Istovremeno, pokazano je da
FOXP3 moze funkcionisati i kao transkripcioni aktivator i kao transkripcioni represor. U skladu
sa dvojnom ulogom FOXP3, nedavna istraZivanja pokazala su da ektopi¢no eksprimirani
FOXP3 moze biti vezan za promotore CD25, CTLA4 i GITR gena, i da naj taj nacin
remodeluje njihov hromatin i indukuje gensku transkripciju (207,208). Posledica ovih signalnih
kaskada je rearanziranje aktinskog citoskeleta, promene u transkripcijskom programu, ¢ija
priroda odreduje stanje diferencijacije i proliferacije ¢elije Medutim, T reg imaju drugaciji
odgovor na kontakt sa TCR, odnosno ne proliferiSu (205,207), niti produkuju citokine
(188,195,207). Ipak, T Reg nisu kompletno neresponsivne na signale posredovane TCR-om, jer
je upravo vezivane sa TCR neophodno za aktivaciju njihove sposobnosti da suprimiraju
aktivaciju responderske T ¢elije (207). U tom smislu, namece se zakljucak da TReg i1 efektorske
T ¢Celije reaguju razlicito na isti biohemijski stimulus. Dodatno, pokazano je da u ljudi postoje 2
izoforme FOXP3, mada nije poznato da li jedna ¢elija moZe eksprimirati obe forme 1 postoji li
funkcionalna razlika izmedu njih. Ipak, pretpostavlja se da moze postojati razlika u
funkcionalnosti razli€itih izoformi Foxp3, u smislu razli¢itog proliferativnog odgovora na TCR
stimulus ili koli¢ine IL-2 u zavisnosti od vrste izoforme u T reg (210).

Prethodne studije su pokazale da u okviru CD4" regulatornih ¢elija postoji 2 subseta
koji se razlikuju na osnovu nacina na koji ostvaruju supresorske efekte (211). Urodene
CD4'CD25" regulatorne ¢elije ispoljavaju sopstveni supresorski efekat preko interéelijskog
kontakta pomo¢u membranskog molekula ¢ija priroda nije dovoljno poznata. Supresorski
kapacitet drugog subseta, Th3 i tipa 1 T regulatornih ¢elija Trl, je nezavisan od intercéelijskog
kontakta i zasnovan je na efektima supresorskih citokina TGF-B odnosno IL-10. Smatra se da
ove éelije, za razliku od urodenih CD4'CD25" regulatornih éelija, predstavljaju druge oblike
diferencijacije a ne posebnu Celijsku liniju (202). Regulatorne Trl i Th3 ¢elije nastaju iz

naivnih ili neaktiviranih CD4" T éelija na periferiji a postoji veliki broj dokaza u literaturi koji
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sugeriu da tip i aktivacioni status dendritiénih Celija kao profesionalnih APC kontrolisu
diferencijaciju naivnih T ¢elija u regulatorne T celije (203). Naime, indukcija maturacije
dendriti¢nih Celija inflamatornim stimulusima je klju¢ni proces koji usmerava naivne T celije
da se diferentuju u efektorne T celije (Thl ili Th2). Medutim, u stanju mirovanja, nezrele
dendriticne ¢elije su prvenstveno tolerogene i favorizuju nastanak regulatornih T celija radi
odrzavanja imunoloske tolerancije (203).

Rezultati do sada uradenih studija koje su obuhvatale pacijente obolele od autoimunih
bolesti poput multiple skleroze, reumatoidnog artritisa i autoimunog poliglandularnog sindroma
tipa I, pokazali su postojanje poremecaja u broju i/ili funkcionalnom kapacitetu CD4"CD25" T
éelija (212). Uprkos pojac¢anom interesu za CD4'CD25" T ¢éelije i njihovu vezu sa patogenezom
T1D, do sada je samo nekoliko studija uradeno u humanoj populaciji. Rezultati ovih studija su
priliéno razliiti, od nalaza postojanja razlika u broju CD4'CD25" T éelija u perifernoj krvi
pacijenata sa N-T1D u poredenju sa zdravim ispitanicima, do potpunog odsustva ovakvog

poremecaja.

1.4. Ostecenje funkcije beta celija u patogenezi T1D

Proces ostecenja beta Celija je dugotrajan, a period u kome se odvija okarakterisan je
postojanjem rezidualne sekrecije insulina koja je oste¢ena i zbog smanjenog kapaciteta samo je
delimi¢no sposobna da ostvari svoju ulogu u uspostavljanju normalnog metabolizma glukoze.
Smatra se da je proces progresivne destrukcije beta celija moguce predvideti i1 pratiti 1
godinama pre ispoljavanja manifestne bolesti, kao i da je gubitak mase beta ¢elija linearan i da
se moze izdvojiti u nekoliko faza u razvoju bolesti (213).

U prvoj fazi kod osoba sa genetskom predispozicijom da obole od T1D glikoregulacija
je u potpunosti normalna, kao i odgovor beta ¢elija na razli¢ite stimulacione testove. Mnoge od
ovih osoba nec¢e oboleti od T1D, ali ¢e proces destrukcije beta ¢elija biti zapocet ako dode do
delovanja nekih faktora sredine, tako da se u ovom periodu moze verifikovati Citav niz
imunoloskih poremecaja, dok je glikoregulacija i dalje normalna, kao i oslobadanje insulina u
testovima brze stimulacije. U tom periodu mogu se detektovati markeri autoimune destrukcije
antitela ICA, GAD, TAA, IA-2, kao i izmenjen odnos CD4 i CDS8 limfocita (213).

U tre¢oj fazi dolazi do postepenog smanjivanja mase beta ¢elija sa gubitkom prve faze
insulinske sekrecije. U ovom periodu glikemija je normalna pre i posle obroka, kao 1 u toku

OGTT-a (214).
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Cetvrta faza je pojava klini¢ki manifestnog dijabetesa koja se poklapa sa periodom kada
masa preostalih beta ¢elija ne iznosi vise od 10-20 %. U ovom periodu jo§ uvek postoji
delimi¢no oCuvana rezidualna insulinska sekrecija, koja ¢e progresivno opadati sve do potpune
destrukcije beta ¢elija, odnosno eliminacije antigena (215).

Takode, izvestan broj pacijenata posle postavljanja dijagnoze T1D i primene insulinske
terapije moze da ima normalnu glikoregulaciju u jednom vremenskom periodu i bez primene
insulina, odnosno ulazi u stanje klinicke remisije bolesti (215). Ovaj podatak ukazuje da u
vreme postavljanja dijagnoze T1D jo$ uvek postoji izvestan broj ocuvanih, funkcionalno
sposobnih beta ¢elija. Na Zalost neminovno se nastavlja opadanje mase beta ¢elija zbog i dalje
prisutnog autoimunog procesa, tako da krajem prve godine, najkasnije druge godine trajanja
T1D viSe prakti¢no i nema beta ¢elija, odnosno dostupnih antigena, §to potvrdjuje 1 nalaz C
peptida manjeg od 0.2 nmol/l. Ovo ukazuje na ¢injenicu da se metaboli¢ka dekompenzacija kao
prva manifestacija dijabetesa (Cesto veoma burna sa slikom ketoacidoze) javlja kada je
insulinska skrecija znacajno redukovana, ali jo$ uvek prisutna. Smatra se da u tom periodu
ukupna masa beta ¢elija iznosi oko 40% . U slucajevima da postavljanju dijagnoze bolesti ne
prethodi infekcija ili neka stresogena situacija u kojoj su metabolicke potrebe povecane,
nastavice se progresivna i spora destrukcija beta ¢elija, 1 bolest ¢e se manifestovati kasnije. Kod
ovih pacijenata sa N-T1D prisutne su neznatne vrednosti C peptida u vreme postavljanja
dijagnoze, i veéi procenat ovih pacijenata obicno ne ulazi u klinicku remisiju bolesti, mada je
pokazano da se na osnovu nivoa rezidualnog kapaciteta u vreme ispoljavanja bolesti ne moze
predvideti klinicki tok bolesti (215) .

S obzirom na dugotrajnost procesa destrukcije beta ¢elija endokrinog pankreasa koji se
moze pratiti i godinama pre ispoljavanja manifestne bolesti, smatra se da je moguée odloziti

oStecenje beta Celija zbog Cega se 1 primenjuju intervencioni terapijski postupci (216).

1.5. Promene nivoa insulinske sekrecije i insulinske senzitivnosti u prvih rodaka

pacijenata sa T1D

Poznato je da su pored imunoloskih i genetskih markera rizika za ispoljavanje T1D
analizirani 1 metabolicki markeri. Naime, pokazano je da se T1D ranije manifestuje u osoba
koje imaju dvojni defekt, leziju beta ¢elije odnosno poremeca;j insulinske sekrecije i smanjenu
insulinsku senzitivnost odnosno insulinsku rezistenciju (217). U cilju evaluacije insulinske

rezistencije 1 insulinske sekrecije koris¢ene su metode model homeostaze (homeostasis model
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assesment HOMA-R) i prva faza insulinskog odgovora (first phase of insulin responce-FPIR)
tokom intravenskog testa stimulacije glukozom (IVGTT) (218,219).

Poznato je da je u osoba sa normalnom beta ¢elijskom funkcijom moguce prilagoditi
razlicite nivoe insulinske senzitivnosti adekvatnim nivoom insulinske sekrecije, u cilju odrzanja
normoglikemije (220). Istovremeno, analiza regulatornih mehanizama koji upravljaju
hepatickom produkcijom glukoze i insulinskom sekrecijom upucuje da povecana insulinska
rezistencija ima za posledicu povecanje insulinske sekrecije. Takode je poznato da je povecana
incidenca T1D u pubertetu 1 nakon oboljenja koja su prethodila ispoljavanju T1D, posledica
porasta relativne insulinske rezistencije tokom ovih perioda (221).

Danas je Siroko prihvaceno misljenje da faktori sredine indukuju destruktivni imuni
odgovor koji za metu imaju insulin sekretujuc¢e Celije. Sa druge strane, postoji stav da je
inicijalni poremecaj u insulinskoj sekreciji ili senzitivnosti genetski determinisan, i
predisponiran za destruktivni autoimuni proces. U saglasnosti sa ovom hipotezom, T1D je
povezan sa polimorfizmom promoter regiona gena za insulin a oba fenomena, smanjena
insulinska sekrecija 1 smanjena insulinska senzitivnost mogu biti detektovana u
predijabetesnom periodu (222). Istovremeno, promene u rastu i teZini su povezani sa rizikom
od progresije u dijabetes, kao §to je pokazano u akcelerator hipotezi (223) .

U osnovi akcelerator hipoteze je stav o ranijem ispoljavanju T1D u osoba sa vecom
telesnom tezinom, bilo da je T1D ili T2D u pitanju. U tom smislu, insulinska rezistencija je
funkcija mase masnog tkiva, a starosna dob je u korelaciji sa masom masnog tkiva. Poznato je
da insulinska rezistencija sa jedne strane ushodno reguliSe metabolizam [ celija a sa druge
strane ubrzava njihov gubitak u uslovima glukozne toksi¢nosti. Prema akcelerator hipotezi,
osobe koje razvijaju T1D se karakteriSu istim stepenom insulinske rezistencije i metabolicke
ushodne regulacije, kao 1 istim ubrzanjem u gubitku B ¢elija kao i osobe koje razvijaju T2D.
Medutim, osobe koje ispoljavaju T1D su dodatno genetski predisopinirane za aktiviranje
agresivnog imunog odgovora na metabolicki ushodno regulisanu B ¢Celiju, a zavisno od
genotipa, ova akceleracija moze znacajno ubrzati gubitak B ¢elija. U tom smislu, osobe sa T1D
dele sa osobama sa T2D bazic¢ni akcelerator a to je insulinska rezistencija. Akcelerator hipoteza
iznosi pretpostavku da bi, ako bi osobe koje bi razvile T1D izgubile imunogenetski akcelerator,
1 dalje bi bile pod rizikom za razvoj T2D u kasnijem zivotnom dobu (223).

Sa druge strane, poznato je da su defekti u insulinskoj sekreciji u osnovi progresije T1D.
Procenjeno je da prva faza insulinske sekrecije oStecena kada je ostalo 50% [} ¢elijske mase a
kada je izgubljeno <50% ali >10% registruju se abnormalnosti u OGTT-u (poviSena glikemija

naste ili intolerancija na glukozu). Smatra se da tokom OGTT-a postoji 3 forme B celijske
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stimulacije: autonomna stimulacija, povecanje nivoa glikemije u sistemskoj cirkulaciji i
sekrecija inkretina iz creva. Nasuprot tome, u okviru IVGTT-a postoji samo jedan stimulus, pa
je IVGTT mnogo senzitivniji test o B ¢elijskoj funkciji (18).

U tom smislu, IVGTT je efikasan metod za odredivanje stepena p-Celijske disfunkcije, a
redukovana prva faza insulinskog odgovora je visoko prediktivha za progresiju u T1D u
ICA prvih rodaka. Pokazano je da je kombinacija 2 pozitivna ICA rezultata sa 2 redukovana
FPIR dobar prediktor za ispoljavanje T1D (90). Rezultati ove studije su pokazali da ispad u
prvoj fazi insulinske sekrecije procenjuje 5-godisSnji rizik za razvoj T1D na 50-65% a u
Diabetes Prevention Trial-Type 1 studiji na oko 60%. Rezultati druge studije su pokazali da
iako je utvrdeno postojanje znacajnih razlika u vremenskom periodu do postavljanja dijagnoze
manifestnog T1D u zavisnosti od stadijuma predijabetesa, ovaj vremenski period znacajno
varira 1 u okviru iste kategorije, npr. od 0.02 do 7.7 godina izmedu osoba sa kasnim
predijabetesom, $to znacajno otezava predikciju vremena do dijagnoze na individualnoj osnovi
(99).

Podaci studija ukazuju da nivo glikemije poc¢inje da raste bar 2 godine do 6 meseci pre
postavljanja dijagnoze T1D, da bi u okviru tih 6 meseci bio registrovan znac¢ajniji porast nivoa
glikemije. U tom smislu, osobe sa rizikom za ispoljavanje T1D imaju u proseku postepenu i
prolongiranu metaboli¢ku deterioraciju sa perzistentno prisutnom beta ¢elijskom disfunkcijom
najmanje 6 meseci pre dijagnoze, Sto ukazuje da bi u tih osoba intervencija i 6 meseci pre
dijagnoze imala znacaja (224).

Imajudi u vidu dosadasnja istraZivanja, smatra se da do sada nije detaljnije analiziran
nivo insulinske sekrecije i insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim

rizikom za ispoljavanje T1D kao i u toku prve godine toka T1D .
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2. CILJ

Tip 1 dijabetesa (T1D) je oboljenje u ¢ijoj je osnovi T ¢elijski posredovana autoimuna
destrukcija pankreasnih beta celija (1). Pokazano je da je ovaj hroni¢ni destruktivni proces
povezan sa promenama u celularnom i humoralnom imunom odgovoru, i gubitkom prve faze
insulinske sekrecije, koje mesecima ili cak godinama mogu prethoditi klini¢koj pojavi T1D (3).

Istovremeno, poznato je da je rizik za oboljevanje od T1D 10-20 puta veéi kod prvih
rodaka pacijenata sa T1D u odnosu na opstu populaciju (110). Prethodne studije su pokazale da
se u prvih rodaka pacijenata obolelih od T1D mogu detektovati markeri humoralne imunosti,
izrazeni prisustvom jednog ili viSe autoantitela u serumu ispitanika (najceS¢e kombinacija
antitela na glutamat dekarboksilazu (GAD) 1 tirozin fosfatazu (IA-2)) (100), uz prisustvo
metabolickih markera, izrazenih preko poremecaja insulinske sekrecije 1 insulinske
senzitivnosti. Na osnovu ovih imunoloSkih i metabolickih determinati je do sada procenjivan
stepen rizika za razvoj T1D.

Poznato je da autoimuni proces destrukcije beta ¢elija zapocinje aktivacijom
autoreaktivnih CD4" T éelija (1). Pokazano je da je populacija CD4" T limfocita (T helperskih
éelija-Th) izuzetno heterogena i da postoje subsetovi CD4 T éelija sa razli¢itim funkcionalnim i
imunoregulatornim svojstvima (2). Rezultati prethodnih studija su pokazali da se Thl i Th2
¢elije mogu razlikovati i prema fenotipskim karakteristikama izrazenim preko ekspresije
odredenih povrSinskih ¢elijskih markera. U tom smislu, nedavno zavrSena istrazivanja ukazuju
da se hemokinski receptor CXCR3 dominantno eksprimira na Thl ¢elijama, dok se CCR4
prvenstveno eksprimira na Th2 c¢elijama (135-139). Istovremeno, ukazano je da, ne samo
hemokinski receptori, nego i njihovi ligandi, hemokini/citokini, interferon y inducibilni
hemokin 10 (interferon-y inducibile chemokine IP-10)(Thl asocirani), kao i timusom i
aktivacijom regulisani hemokin (thymus and activation-regulated chemokine TARC) (Th2
asocirani), ucestvuju u patogenezi T1D (143,145). Medutim, opseZnija ispitivanja znacaja
promena parametara celularnog imuniteta, nivoa Th1/Th2 subpopulacija T limfocita i njihovih
citokina, kao markera rizika za razvoj T1D u prvih rodaka pacijenata sa T1D do sada nisu
detaljnije sprovedena, kao ni njihova mogucéa povezanost parametrima humoralnog imuniteta.

Takode, pokazano je da i defekti u broju i funkciji regulatornih ¢elija, koje direktnim
intercelijskim kontaktom ili indirektno preko antiinflamatornih citokina mogu suprimirati

aktivaciju destruktivnog Thl ¢elijskog odgovora, mogu imati znacajnu ulogu u patogenezi
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T1D. Poznato je da subpopulacija CD4"CD25"" T limfocita predstavlja regulatorni T éelijski
subset (T reg), koji ostvaruje svoje efekte preko transformisuceg faktora rasta B (transforming
growth factor B (TGFB) (Treg asocirani citokin)(202). Medutim, povezanost poremecaja
subpopulacija regulatornih T ¢elija i nastanka oboljenja u prvih rodaka pacijenata sa T1D, kao i
medusobni odnos sa navedenim subpopulacijama CD4" T limfocita, u potpunosti jo§ uvek nije
razjasnjena.

I najzad, pored imunoloSkih markera rizika za ispoljavanje TID, poznati su i
metabolicki markeri rizika, u smislu poremecaja nivoa insulinske sekrecije i insulinske
senzitivnosti (217), ali detaljnija analiza ovih parametara nije radena u prvih rodaka pacijenata
sa T1D sa visokim i niskim rizikom za ispoljavanje oboljenja.

Cilj ove doktorske disertacije je analiza nivoa Thl, Th2 i T reg subpopulacija i
asociranih citokina u perifernoj krvi i njihova povezanost sa promenama u nivou antitela na
beta celijske antigene (GAD i IA-2), kao i1 sa promenama u insulinskoj sekreciji i insulinskoj

senzitivnosti, u prvih rodaka obolelih od tipa 1 dijabetesa.

Radi ostvarenja navedenog cilja u izradi ove disertacije su postavljeni slede¢i zadaci:

1. analizirati promenu nivoa Thl, Th2 i T reg subpopulacija u perifernoj krvi u prvih
rodaka obolelih od T1D

2. analizirati promenu nivoa Thl, Th2 i T reg citokina u perifernoj krvi u prvih rodaka
obolelih od T1D

3. istraziti povezanost promena nivoa Thl, Th2 i T reg subpopulacija i nivoa antitela na
beta ¢elijske antigene (GAD i IA2) u perifernoj krvi u prvih rodaka obolelih od T1D

4. analizirati povezanost promena nivoa Thl i Th2 i T reg subpopulacija u perifernoj krvi
sa promenama u nivou insulinske sekrecije u prvih rodaka obolelih od T1D

5. istraziti povezanost promena nivoa nivoa Thl, Th2 i T reg subpopulacija u perifernoj

krvi sa promenama nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka obolelih od T1D
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3. PLAN ISTRAZIVANJA I METODE

3.1. PLAN ISTRAZIVANJA

3.1.1. Utvrdivanje demografskih i klinickih karakteristika prvih rodaka pacijenata sa
T1D

U ispitivanih prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D utvrdivane su demografske
karakteristike pomoc¢u standardnog upitnika koji je obuhvatao sledece podatke (a) stepen i vrsta
srodstva sa pacijentom obolelim od T1D: rodeni brat, rodena sestra, brat ili sestra po jednom
roditelju, majka ili otac; (b) prisustvo kravljeg mleka u ishrani tokom prve godine Zivota; (c)
ishrana dojenjem do 6. meseca zivota (d) supstituisanje vitaminom D u ishrani tokom prve
godine Zzivota; (e) prisustvo drugih autoimunih oboljenja u porodici (tireoidne Zlezde, Zeluca,
tankog creva, koze 1 sistemskih bolesti); (f) telesna tezina na rodenju. Istovremeno, uradene su i
standardne laboratorijske analize (krvna slika, parametri zapaljinskog sindroma, nivo azotnih
materija, hepatogram i jonogram), prisustvo drugih organ-specificnih antitela u serumu
(antimikrozomalna, antitireoglobulinska, antiparijentalna, antiglatkomisSi¢na i antinuklearna

antitela), kao i test oralne tolerancije glukoze.

3.1.2. Utvrdivanje klinickih osobina ispoljavanja oboljenja u pacijenata sa

novootkrivenim T1D (NTID) u toku prve godine bolesti

U ispitivanih pacijenata u toku prve godine bolesti, utvrdivano je prisustvo jednog od
dva moguca klini¢ka stanja: (a) insulin-zavisnog stanja (IZS) i (b) klinicke remisije (KR), na

osnovu potrebe primene terapije.

3.1.3. Analiza subpopulacija CD4" T limfocita u perifernoj krvi u PR pacijenata sa
T1D, pacijenata sa NT1D u IZS i KR i kontrolnih ispitanika

Analiza je uradena u uzorcima suspenzije izolovanih limfocita periferne krvi, primenom
metode imunofluorescencije uz koriS¢enje obelezenih humanih monoklonskih antitela za

specificno  bojenje  povrSinskih  markera  pojedinih  subpopulacija.  Specifi¢na
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imunofluorescencija u ispitivanim uzorcima bi¢e detektovana metodom protocne
citofluorometrije.

Detekcija CD4" limfocita obavljena je metodom dvobojne imunofluorescencije
koriS¢enjem monoklonskih antitela anti-CD3 obeleZzenog FITC-om i anti -CD4 antitela
obelezenog FE-om. Detekcija CD8" limfocita udinjena je metodom dvobojne
imunofluorescencije koris¢enjem monoklonskih antitela anti-CD3 obelezenog FITC-om i anti
CD-8 antitela obelezenog FE-om.

Detekcija CD45RO" ¢elija u okviru CD4 " limfocita obavljena je metodom &etvorobojne
imunofluorescencije koris¢enjem monoklonskih antitela anti-CD45RO obelezenog APC-om i
anti—-CD4 antitela obelezenog PerCP-jem.

Detekcija CXCR3" ¢éelija u okviru CD4" CD45RO" obavljena je dodavanjem anti
CXCR3" antitela obelezenih FITC-om.

Detekcija CCR4" éelija u okviru CD4" CD45RO" obavljena je dodavanjem anti CCR4"
antitela obelezenih PE.

Detekcija CD25" ¢elija obavljena je metodom dvobojne imunofluorescencije u okviru
CD4" limfocita obelezenih monoklonskim antitelom PE dodavanjem anti CD25" antitela
obelezenih FITC-om.

Analiza navedenih subpopulacija T limfocita uradena je u PR pacijenata obolelih od
T1D, u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR i u kontrolnih ispitanika.

U pacijenata u IZS testiranje je obavljeno u uslovima euglikemije ujutru naste (5.0-6.5

mmol/l) postignute primenom intenzivirane konvencionalne insulinske terapije.

3.1.4. Analiza nivoa hemokina/citokina u perifernoj krvi u PR pacijenata sa TID,

pacijenata sa N-T1D u IZS i KR i kontrolnih ispitanika

U svih ispitanika odredivan je nivo 3 hemokina/citokina u perifernoj krvi : interferona y
inducibilni hemokin 10 (interferon-y inducibile chemokine IP-10)(Thl asocirani), timusom i
aktivacijom regulisani hemokin (thymus-and activation-regulated chemokine TARC) (Th2
asocirani), 1 transformiSu¢i faktor rasta B (transforming growth factor B (TGFf) (Treg

ascicirani).
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3.1.5. Analiza prisustva autoantitela na antigene beta celija u perifernoj krvi u PR

pacijenata sa T1D, u pacijenata sa N-T1D u IZS, i u kontrolnih ispitanika

U svakog ispitanika utvrdeno je prisustvo slede¢ih autoantitela na antigene pankreasnih
ostrvaca u perifernoj krvi: antitela na glutamat dekarboksilazu (GAD) i tirozin fosfatazu (IA2-

2A).

3.1.6. Utvrdivanje kapaciteta insulinske sekrecije u PR pacijenata obolelih od TID, u
pacijenata sa N-T1D u IZS i KR, i u kontrolnih ispitanika

U svakog ispitanika uraden je intravenski test tolerancije na glukozu.

3.1.7. Utvrdivanje nivoa insulinske senzitivnosti u PR pacijenata obolelih od TID, u

pacijenata sa N-T1D u IZS i KR i u kontrolnih ispitanika

U svakog ispitanika uraden je hiperinsulinemijski euglikemijski klamp.

3.2. METODE

3.2.1. Izbor ispitanika

U ovom radu ispitivanjem je obuhvaceno ukupno 51 zdravih PR pacijenata obolelih od
T1D, oba pola, negojaznih, odgovarajuce starosti, 24 pacijenata sa N-T1D u IZS, 10 pacijenata
u KR bolesti 1 18 zdravih kontrolnih ispitanika.

PR pacijenata obolelih od T1D su rodeni brat, rodena sestra, brat ili sestra po jednom
roditelju, majka ili otac pacijenata, starosne dobi od 15 do 45 godina. Podelili smo ih u 2
podgrupe prema prisustvu/odsustvu autoantitela; 17 njih je klasifikovano kao PR sa visokim
rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR), koji su bili perzistentno pozitivni za prisustvo GAD 1 [A-
2A antitela, dok je 34 klasifikovano kao PR sa niskim rizikom (nrPR) za ispoljavanje T1D, koji
nisu imali ova autoantitela u perifernoj krvi.

U ispitanika ukljucenih u ispitivanje je iskljuc¢eno postojanje drugih akutnih i hroni¢nih

oboljenja koja bi mogla uticati na homeostazu glukoze. Ispitanici u kojih je ustanovljeno
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postojanje infektivnih, alergijskih ili drugih autoimunih bolesti u periodu od 6 meseci pre
uzimanja uzoraka za navedene analize, su iskljuceni iz ispitivanja. Takode, iskljuCeni su
ispitanici koji su primali imunomodulatorne lekove u periodu od 3 meseca pre ispitivanja.

Ukljuceni su samo PR 1 kontrolni ispitanici bez poremecaja glikozne homeostaze, $to je
utvrdeno koris¢enjem 2h oralnog testa glikozne tolerancije sa 75 g glukoze (OGTT) (225).

PR su bili testirani za prisustvo GAD i [A-2A antitela, 2 puta u toku jedne godine.

Ukljucujuéi kriterijumi za 18 kontrolnih ispitanika su bili nivo glikemije ispod 110
mg/dl (normalan nivo), negativna porodicna anamneza za T1D, kao i odsustvo autoatitela
specifi¢nih za T1D.

Postojanje dijabetesa je utvrdeno na osnovu dve uzastopno utvrdene vrednosti glikemija
naste > 7.0 mmol/l ili na osnovu vrednosti glikemije > 11,1 mmol/l 2h posle unosa 75 g glukoze
u toku sprovodenja oralnog testa tolerancije glikoze.

Postojanje T1D u pacijenata je definisano kao neophodnost primene insulinske terapije
da bi se sprecila ketoza.

Novootkriveni T1D je definisan kao T1D dijagnostikovan pre najvise 3 meseca.

IZS u pacijenata sa novootkrivenim TID je definisano kao neophodnost primene
insulinske terapije da bi se postigla euglikemija (vrednosti glikemija preprandijano <6,5
mmol/l, postprandijalno <10,0 mmol/) (226). Svi pacijenti su bili tretirani intenziviranom
konvencionalnom insulinskom terapijom u vidu 4 dnevne doze insulina a doza je odredjivana
prema vrednostima glikemije po posebnom algoritmu radi postizanja euglikemije.

KR bolesti je definisana kao stanje euglikemije bez primene insulinske terapije, u
trajanju od najmanje mesec dana.

Od svih ispitanika, posle detaljnog objasnjenja, dobijen je pristanak za uceSée u

istrazivanju, a istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta.

3.2.2. Metoda imunofluorescencije

Zavisno od fenotipskih karakteristika subpopulacije limfocita koja je ispitivana,
primenjeno je bojenje povrsinskih markera metodom direktne imunofluorescencije kori§¢éenjem
istovremeno dva i Cetiri monoklonska antitela, ¢ime je dobijena dvobojna i Cetvorobojna
fluorescencija (227). Kombinacija boja koja je koriS¢ena u istrazivanju je: PercP-anti-CD4 (BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA), APC-anti-CD45RO (BD Pharmingen, clone UCHL1, San
Diego, CA, USA), FITC-anti CXCR3 (R&D Systems, clone 49801, Minneapolis, MN, USA) i
PE-anti CCR4 (BD Pharmingen, clone 1G1, San Diego, CA, USA).
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Bojenje monoklonskim antitelima je uradeno na uzorcima iz pune krvi, koji su tretirani

FACS lysing rastvorom, prema postojecem protokolu.

Radi omogucavanja procene intenziteta nespecificne fluorescencije, suspenzija ¢elija je

inkubirana

1 sa mi§jim imunoglobulinima neodgovaraju¢e specificnosti obelezenih

fikoeritrinom odnosno fluorescein izotiocijanatom, a inkubacija je obavljena prema opisanom

postupku:

1.

10.
11.

U svaku FACS epruvetu za analizu metodom proto¢ne citometrije dodati po 10uL
preformirane ~ kombinacije = humanih  monoklonskih  antitela 1  to
CDI14(FE)/CDA45(FITC), izotipska kontrola IgGI(FITC)/IgG2(FE),
CD3(FITC)/CDA(FE).

U epruvete za analizu dvobojnom fluorescencijom CD45RO" ¢elija dodati po 10uL
humanog monoklonskog antitela obelezenog APC-om 1 10puL humanog
monoklonskog antitela obelezenog PerCP-jem za CD4" ¢elije.

U epruvete za analizu &etvorobojnom imunofluorescencijom za CXCR3" éelija
dodati po 10pL humanog monoklonskog antitela obelezenog FITC-om, za CCR4"
10pL humanog monoklonskog antitela obelezenog PE, za CD45RO" 10pL humanog
monoklonskog antitela obelezenog APC-om i za CD4" ¢elije 10puL humanog
monoklonskog antitela obelezenog PerCP-jem

U epruvete za analizu CD25" éelija dodati po 10uL humanog monoklonskog antitela
CD4 (FE) i 10pL humanog monoklonskog antitela CD 25 (FITC).

U svaku od epruveta dodati po 100 pL pune krvi, vorteksovati pri maloj brzini
tokom 3 sekunde i inkubirati sa monoklonskim antitelima na sobnoj temparaturi, u
tami, najmanje 30 minuta.

Razblaziti FACS lysing rastvor u razmeri 1:10 sa destilovanom vodom, 1 iz tog
rastvora u svaku od FACS epruveta dodati po 1 ml rastvora.

Vorteksovati pri maloj brzini tokom 3 sekunde i ostaviti na sobnoj temparaturi, u
tami, ne duze od 12 minuta.

Centrifugirati na brzini od 300 g tokom 5 minuta sa brake on opcijom.

Odliti supernatant iz svake epruvete, ostaviti po jednu kapljicu, dodati po 2 ml
sterilnog PBS rastvora.

Centrifugirati na brzini od 200 g tokom 5 minuta sa brake on opcijom.

Odliti supernatant iz svake epruvete, ostaviti po jednu kapljicu, dodati po 1 ml

sterilnog PBS rastvora.
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12. Centrifugirati na brzini od 200 g tokom 5 minuta sa brake on opcijom.

13. Odliti supernatant iz svake epruvete, dodati po 0.5 ml sterilnog PBS rastvora.

3.2.3. Metoda protocne citofluorometrije

Analiza uzorka c¢etvorobojnom imunofluorescencijom obavljena je koris¢enjem
proto¢nog citometra FACS Calibur (Becton Dickinson), softverski program Cell Quest Pro, u
Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u Beogradu (228).

Uzorci su analizirani koriste¢i zrake aragonskog lasera talasne duzine 488 nm, air-i
zrake lasera sa crvenom diodom talasne duzine 632 nm. U svakom uzorku analizirano je
najmanje 1-3x10* ¢elija, a za odredivanje CXCR3" i CCR4™ T ¢elija analiza je radena na 100
000 ¢elija. Obelezivaci kanala su bili postavljeni pre svakog merenja tako da manje od 5%
intenziteta nespecificne fluorescencije bude registrovano iznad odgovarajuéeg markera tj.
unutar mernog opsega.

Broj ¢elija u okviru jedne populacije, dobijen kao rezultat merenja, izraZzen je kao
procenat broja analiziranih ¢elija a odredivan je i srednji intenzitet fluorescence, odnosno broj
receptora po jednoj ¢eliji, pa su u tom smislu primenjivane dve komplementarne metode radi
izrazavanja rezultata merenja.

Definisanje CD4'CD25™¢" subpopulacije zasnovano je na razlici u koliini
eksprimiranog CD25 markera (merenog preko srednjeg intenziteta fluorescence) na vrhu 5% od
CD4'CD25" T ¢elija.

Analiza je obavljena bez prethodnog znanja o ispitaniku od koga potice uzorak

suspenzije Celija.

3.2.4. Odredivanje antitela na GAD i IA2-24

GAD antitela su testirana metodom radioimunoeseja. Uzorci seruma se inkubiraju
sa '*° T obelezenim GAD. GAD antitela koja su prisutna u serumu se vezuju za obelezena GAD.
U drugom koraku protein A suspenzija se inkubira sa ovim medijumom. Antitela se vezuju
preko Fc regiona za protein A radi formiranja kompleksa. Na kraju druge inkubacije uzorak se
centrifugira radi separacije kompleksa od nevezanih obelezenih GAD, a meri se radioaktivnost
u precipitatu, koja je proporcionalna koli¢ini GAD antitela prisutnih u serumu. Limit za
detekciju je 0,11 U/ml, specificnost eseja je 95%, senzitivnost 84%, a nivo GAD antitela > 1

U/ml se smatra pozitivnim.
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[A2-2A antitela su odredjivana metodom radioimunoeseja. Uzorci seruma se
inkubiraju sa obelezenim humanim rekombinantnim IA2. IA2-2A antitela koja su prisutna u
serumu se vezuju za obelezena [A2-2A. U drugom koraku protein A suspenzija se inkubira sa
ovim medijumom. Antitela se vezuju preko Fc regiona za protein A radi formiranja kompleksa.
Na kraju druge inkubacije uzorak se centrifugira radi separacije kompleksa od nevezanih
obelezenih IA2-2A, a meri se radioaktivnost u precipitatu, koja je proporcionalna koli¢ini IA2-
2A antitela prisutnih u serumu. Limit za detekciju je 0,19 U/ml, specifi¢nost eseja je 100%,

senzitivnost 70%, a nivo IA2 antitela > 1 U/ml se smatra pozitivnim.

3.2.5. Analiza niva hemokina/citokina u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa

T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS i KR i kontrolnih ispitanika

Odredivanje nivoa hemokina/citokina (IP-10, TARC, TGFp) iz seruma ispitanika
radeno je ELISA metodom (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Sve analize su radene u

duplikatu, prema instrukciji proizvodaca.

3.2.6. Utvrdivanje stanja glukozne tolerancije u prvih rodaka pacijenata obolelih od
T1D i kontrolnih ispitanika

U svakog ispitanika uraden je 2h test oralne tolerancije na glukozu sa 75g glukoze.
Stimulacija glukozom je obavljena peroralnom ingestijom glukoze u obliku 50% rastvora u
periodu od 3 minuta. Uzorci venske krvi za odredivanje nivoa glikemije i insulinemije u
serumu uzimani su u bazalnim uslovima neposredno pre stimulacije glukozom (0. minut) i

posle stimulacije u 30., 60., 90. 1 120. minutu testa.

3.2.7. Odredivanje nivoa prve faze insulinske sekrecije metodom intravenskog testa

tolerancije glukoze

Intravenskim testom tolerancije glukoze je evaluiran odgovor insulina na intravenski
datu glukozu, odnosno prve faze insulinske sekrecije (first phase of insulin responce - FPIR),
koji je koristan pokazatelj rezidualne sekrecije beta celija.

Stimulacija  glukozom je  obavljena  nakon  zavrSetka  euglikemijskog
hiperinsulinemijskog klampa, intravenskom aplikacijom 50% glukoze (0.3 g/kg telesne tezZine)

u periodu od 1 min u antekubitalnu venu. Sat se restartuje na pocetku aplikacije glukoze.
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Uzorci za odredivanje insulina i c-peptida su uzimani ta¢no u +2 min, +4 min, +6 min i +8 min
nakon zapocinjanja davanja glukoze. Uzorci za odredivanje glikemije su uzimani u +2 min i +4
min. Po zavrSetku uzimanja uzoraka, stopirana je infuzija insulina, dok je nastavljena infuzija
glukoze, ¢ija je brzina postepeno smanjivana i pacijentu je dat obrok. Sproveden je monitoring
glikemija sve do odlaska pacijenta. Glikemija nije smela biti niza od 5 mmol/l, a takode je
morala biti stabilna 30 min po prestanku davanja infuzije glukoze. Nivo prve faze insulinske

skrecije je izraCunata po sledecoj formuli

FPIR= insulinemija u +2 min (mU/]) + insulinemija u +4 min (mU/1)

Nizak FPIR je definisan kao <100 pU/mL za rodake i decu >8 godina starosti (njihov
10. percentil ) ili <60 pU/mL za roditelje (njihov 1. percentil) ili za rodake 1 decu <8 godina
starosti (njihov 10. percentil ), a smatra se da je 10. percentil utvrden za sve starosne kategorije

81 WU/MI (229).

3.2.8. Utvrdivanje nivoa insulinske senzitivnosti metodom hiperinsulinemijskog

euglikemijskog klampa

Insulinska senzitivnost evaluirana je testom 2h euglikemijskog hiperinsulinemijskog
klampa, metodom za obezbedivanje konstantne hiperinsulinemije 1 odredivanje ukupne
potroS$nje glukoze kao osnove za dalja izraCunavanja pri evaluaciji oksidativne i1 neoksidativne
potro$nje glukoze i kao dopunske metode za utvrdivanje insulinom posredovanog koris¢enja
glukoze

Euglikemijski hiperinsulinemijski klamp je primenjen prema modifikovanoj originalnoj
metodi De Fronza i saradnika (230).

Priprema za testiranje obuhvata postavljanje dva venska pristupa, jednog na dorzalnoj
strani podlaktice ili Sake za uzimanje uzoraka i drugog u kubitalnu venu sa iste strane radi
ubrizgavanja insulina i glukoze. Mesto postavljanja kanile venskog pristupa za uzimanje
uzoraka se zagreva pomocu elektriénog jastuceta na temperaturi 55°-60° C radi postizanja
arterijalizacije venske krvi ¢ime se obezbeduju pouzdaniji rezultati za preracunavanje u okviru
ove metode.

Pacijent sve vreme testiranja ostaje u sede¢em polozaju. Pre zapoc¢injanja testa pacijentu
se iz braunile na dorzalnoj strani podlaktice ili Sake urade 3 glikemije naSte u razmaku od po 5

min, prosecna vrednost ovako dobijenih glikemija se uzima za baznu vrednost glikemije. U
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pocetku primene metode, zapoceta je samo kontinuirana intravenska infuzija insulina brzinom
od 15 ml/h. Infuzija insulina se prethodno pripremi u 47 ml 0,9% sol NaCl, i doza se
preratunava prema telesnoj povrsini (40 mU/min/m?). Telesna povr§ina (BSA) se izraZzava u m’
1izraCunava prema formuli
S=T"*x V" x 71.84x 10™
S — telesna povrSina (cm)
T — telesna tezina (kg)

V — telesna visina (cm)

Infuzija insulina korigovana u toku prvih 7 minuta prema slede¢em algoritmu
1) 4 x konstantntna infuzija insulina (60 ml/h od 0-4 min testa)
2) 2 x konstantntna infuzija insulina (30 ml/h od 4-7 min testa)

3) konstantna infuzija insulina (15 ml/h od 7-120 min testa)

Istovremena infuzija 20% glukoze se zapocinje od 4. minuta trajanja infuzije insulina
ukoliko je bazna glikemija < 5.5 mmol/l, a u slucaju bazne glikemije iznad 5.5 mmol/l, infuzija
glukoze se zapocCinje tek po redukcije glikemije do 5.5 mmol/l. Brzina infuzije glukoze se
podesava manuelno na osnovu vrednosti glikemije odredivane svakih 5 minuta iz
arterijalizovane venske krvi. Pritom, treba imati u vidu da 1 mg glukoze po kg telesene tezine u
minuti mora korespondirati sa jedinicama na infuzoru (20% glukoza = 200 mg/ml). Uzorci za
odredivanje insulina u serumu uzimaju se iz istog venskog pristupa u intervalima od 20 min.

Ukupna potroSnja glukoze izraCunava se kao srednja vrednost potrosnje glukoze u

intervalima od po 20 minuta (od 80.-120. minuta) i izrazava se kao M vrednost.

3.2.9. Odredivanje nivoa glikemije

Vrednost nivoa glikemije odredena je metodom koriS¢enja enzima glukozo-oksidaze

(pribor Beckman).

3.2.10. Odredivanje nivoa insulinemije

Vrednost nivoa insulina odredena je metodom radioimunoeseja (INEP Zemun)
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3.2.11. Odredivanje indeksa telesne mase (ITM)

U svakog ispitanika obavljeno je merenje telesne tezine (TT) i telesne visine (TV) i na
osnovu izracunat je ITM prema slede¢oj formuli:

ITM (kg/m®) =TT (kg) / TV* (m%)

3.2.12. Odredivanje telesnog sastava

U svakog ispitanika, obavljeno je merenje telesnog sastava metodom bioimpendance
(aparat TANITA TBF 300). Odredivana je masa masnog tkiva, masa nemasnog tkiva (misi¢i i
kosti), procenat telesnih masti, ukupna telesna tecnost i nivo bazalnog metabolizma. Ispitanik je

meren ujutru, nakon 12h gladovanja, ispraznjene besike, u donjem vesu, bosonog.

3.2.13. Terapija ispitivanih pacijenata

U pacijenata je primenjen jedan terapijski reZim odnosno terapija insulinom. Terapija
insulinom je sprovedena u vidu intenzivirane konvencionalne terapije (4 dnevne doze).
Pojedinacne doze insulina su podesavane na osnovu vrednosti glikemije pre glavnih obroka i

pre spavanja.

3.2.14. Statistika

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +standardna devijacija. Podaci su testiirani za
normalnost distribucije pomoc¢u Kolmogorov—Smirnov testa

Statisticka znaCajnost razlika izmedu grupa evaluirana je analizom varijanse
(Bonnferoni/Tamhane korekcija), Studentovim t testom, neparametrijskim Mann-Whitney
testom. Primenjena je i1 binarna logisticka regresiona analiza. Korelacije su ispitivane Pearson's
(r) koeficijentom korelacije. P-vrednost manja od 0.05 je statisticki sinifikantna. Podaci su
analizirani koriS¢enjem Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software (Advanced

Statistics, version 17.0), Chicago, IL.
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4. REZULTATI

Prema postavljenim ciljevima i zadacima istrazivanja, a primenom navedenih metoda u

radu su dobijeni slede¢i rezultati:

4.1. Analiza promena nivoa Thl, Th2 i T regulatornih subpopulacija u perifernoj krvi

prvih rodaka pacijenata sa T1D

Smatra se da u inicijalnoj fazi autoimunog procesa koji je u osnovi T1D glavnu ulogu
ima aktivacija autoreaktivnih CD4" T éelija, ¢ime uz gubitak tolerancije na sopstvene antigene,
zapo¢inje proces destrukcije beta éelija (1). Takode, poznato je da je populacija CD4" T
limfocita heterogena i da postoje subsetovi CD4'T ¢éelija sa razliditim funkcionalnim i
imunoregulatornim svojstvima (2).

U tom smislu, pokazano je da subpopulacije CD4" T éelija imaju kljuénu ulogu u
inicijaciji i progresiji autoimunog procesa ali 1 ostvarivanju ravnoteze imunog sistema i aktivne
tolerancije na sopstvene antigene. Poznata paradigma o agresivnoj proinflamatornoj ulozi Thl
subpopulacije 1 antiinflamatornoj protektivnoj ulozi Th2 subpopulacije, dopunjena je novim
saznanjima o postojanju subpopulacija regulatornih T celija. lako do sada nije moguce u
potpunosti detektovati autoimuni odgovor koji neposredno dovodi do razaranja beta celija,
pokazalo se da samo detekcija autoantitela na antigene pankreasnih ostrvaca predstavlja
pouzdan marker rizika za ispoljavanje T1D. Smatra se da upravo defekti u broju i1 funkeiji
subsetova CD4" T ¢elija igraju vaznu ulogu u patogenezi T1D, a samim tim bi mogli biti
markeri rizika za ispoljavanje oboljenja. Medutim, povezanost poremeéaja subpopulacija CD4"
T celija 1 rizika za nastanak T1D u PR pacijenata sa T1D, u potpunosti jo§ uvek nije
razjasnjena.

U nameri da se analizira ova povezanost, u radu je u PR pacijenata sa T1D kod kojih
postoji povecan rizik za ispoljavanje ovog oboljenja analiziran ukupan broj induktorskih
(CD4") i supresorskih/citotoksi¢nih (CD8") T limfocita, a zatim broj limfocita Th1, Th2 i Treg
subpopulacija T ¢elijaz CD4'CXCR3*, CD4'CCR4" i CD4'CD25"¢" limfocita u okviru
subpopulacije memorijskih (CD4 CD45RO") T limfocita.

Analiza je uradena u uzorcima heparinizirane periferne krvi, primenom metode

imunofluorescencije uz koriS¢enje obelezenih humanih monoklonskih antitela za specificno
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bojenje povrsinskih markera pojedinih subpopulacija. Specifiéna imunofluorescencija u
ispitivanim uzorcima je detektovana metodom protocne citofluorometrije.

Karakteristike PR pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS i stanju KR bolesti, i
kontrolnih ispitanika, u kojih je uradena analiza subpopulacija CD4" T limfocita u perifernoj
krvi 1 prisustvo determinanti humoralnog imunog odgovora, autoantitela GAD 1 [A-2,

prikazane su u Tabeli 1.

Tabela 1. Klinicke karakteristike ispitanika u kojih su uradena imunoloSka i metabolicka
ispitivanja: prvih rodaka pacijenata sa tipom 1 dijabetesa (T1D) sa visokim rizikom za
ispoljavanje T1D (vrPR), prvih rodaka pacijenata sa T1D sa niskim rizikom za ispoljavanje
T1D (nrPR), pacijenata sa novootkrivenim TI1D u insulin-zavisnom stanju (NT1D-IZS),

pacijenata sa T1D u klini¢koj remisiji bolesti (T1D-KR) i kontrolnih ispitanika

Grupa Broj Pol Starost IT™*
(m/%) (god.) (kg/m?)
vrPR 17 4/13 29.82 +8.83 23.7142.66
nrPR 34 18/16 26.44 +6.09 22.69+3.72
NTI1D-1ZS 24 15/9 26.43 +6.02 21.40+3.47
T1D-KR 10 4/6 26.22 +£5.06 22.1242.71
Kontrola 18 2/16 28.18 +7.21 22.00+4.21

a - indeks telesne mase (ITM) je izracunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®

Ispitivanje je obavljeno u vidu studije preseka u 51 zdravih PR pacijenata sa T1D, 24
pacijenta sa N-T1D u IZS, 10 pacijenata sa T1D u stanju KR i 18 zdravih kontrolnih ispitanika.
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Karakteristike PR pacijenata sa T1D, pacijenta sa N-T1D u IZS, u stanju KR bolesti i
kontrolnih ispitanika u kojih je uradena analiza subpopulacija CD4" T limfocita u perifernoj

krvi prikazane su u Tabeli 1. Ispitanici su bili uskladeni prema starosnoj dobi i ITM.

U nasoj studiji od 51 ispitivanog PR pacijenata sa T1D, 17 je bilo pozitivno za prisustvo
antitela na GAD 1 [A-2 u serumu, odnosno imalo je visok rizik za ispoljavanje T1D.

Imunoloski i metabolic¢ki parametri u ispitivanih grupa prikazani su na Tabelama 2-13.

Tabela 2. Karakteristike prvih rodaka pacijenata sa T1D (PR) u kojih su uradena imunoloska 1

metabolicka ispitivanja

KARAKTERISTIKA PR

Broj 51

Pol (M/Z) 22/29
Starost (godine) 27.57+7.21
Indeks telesne mase (kg/m®)* 23.03+3.41
Insulinemija (mU/1) 16.7+2.7
Glikemija (mmol/l) 490+1.12

a - indeks telesne mase (ITM) je izracunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®
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Rezultati

Tabela 3. Imunoloski i metabolicki parametri u PR pacijenata sa T1D

KARAKTERISTIKA PR

Broj leukocita (x10%ml) 4.90 £0.52
CD3"(%) 67.88+2.52
CD4" (%) 39.32+2.46
CDS' (%) 27.46+ 1.88
CD4'CD45RO" (%) 26.08+6.19
CXCR3'CD4'CD45RO" (%) 56.19+8.86
CCR4'CD4'CD45RO" (%) 37.76+9.29
CD4'CD25""(%) 0.2240.11
Intenzitet fluorescence® CXCR3 42.49+8.48
Intenzitet fluorescence® CCR4 71.40+13.66
Odnos intenziteta fluorescenci® CD25 2.98+0.92

IP-10 (pg/ml)
TARC (pg/ml)
TGF-B (pg/ml)
FPIR (pU/ml)

M vrednost (mg/ml/min)

123.64+75.89

354.31£152.89

8281.75£3640.90

137.81£30.88

9.23£2.02

(%) procenat ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden imunofluorescencijom i
proto¢nom citofluorometrijom; rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija

* broj receptora (CXCR3 ili CCR4) po CD4'CD45RO" T limfocitu; ° odnos broja
CD25"#"/CD25"" limfocita
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Tabela 4. Karakteristike prvih rodaka pacijenata sa tipom 1 dijabetesa (T1D) sa visokim

rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR) u kojih su uradena imunoloska i metabolicka ispitivanja

KARAKTERISTIKA vrPR
Broj 17

Pol (M/Z) 4/13
Starost (godine) 29.82 +8.83
Indeks telesne mase (kg/m®)* 23.71+2.66
Insulinemija (mU/1) 13.4+2.9
Glikemija (mmol/l) 4.84+1.06

a - indeks telesne mase (ITM) je izracunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®
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Rezultati

Tabela 5. Imunoloski 1 metaboli¢ki parametri u prvih rodaka pacijenata sa tipom 1 dijabetesa

(T1D) sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR)

KARAKTERISTIKA vrPR
Broj leukocita (x10%ml) 4.82 +0.50
CD3"(%) 67.92+2.56
CD4" (%) 39.68+2.44
CDS" (%) 26.88+1.92
CD4'CD45RO" (%) 28.17+5.63
CXCR3"CD4'CD45RO" (%) 64.98+5.19
CCR4'CD4'CD45RO" (%) 29.46+2.83
CD4'CD25"e" (%) 0.13+0.05
Intenzitet fluorescence® CXCR3 56.37+5.55
Intenzitet fluorescence® CCR4 59.16£12.80
Odnos intenziteta fluorescenci® CD25 2.16+0.31

IP-10 (pg/ml)
TARC (pg/ml)
TGF-B (pg/ml)
FPIR (uU/ml)

M vrednost (mg/ml/min)

160.12+73.40

438.84+120.62

8883.17£3105.96

114.75£13.02

9.61£2.76

(%) procenat ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden imunofluorescencijom i
proto¢nom citofluorometrijom; rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija

* broj receptora (CXCR3 ili CCR4) po CD4'CD45RO" T limfocitu; ° odnos broja
CD25""/CD25" limfocita
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Rezultati

Tabela 6. Karakteristike pacijenata sa N-TID u insulin-zavisnom stanju (IZS) u vreme

ispoljavanja bolesti u kojih su uradena imunoloska i metabolicka ispitivanja

KARAKTERISTIKA N-TID IZS
Broj 24

Pol (M/Z) 15/9
Starost (godine) 26.43 + 6.02
Trajanje dijabetesa (meseci) 2.30£0.52
Indeks telesne mase (kg/m”)* 21.40+3.47
Glikozilirani hemoglobin (HbA1c)(%) 9.70 £ 0.86
Glikemija (mmol/l) 52+0.8
Insulinemija (mU/1) 7.1+1.1

a - indeks telesne mase (ITM) je izraCunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®
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Tabela 7. Imunoloski i metabolicki parametri u pacijenata sa N-T1D u insulin-zavisnom stanju

(IZS) u vreme ispoljavanja bolesti

KARAKTERISTIKA N-TID IZS
Broj leukocita (x10%ml) 4.1 £0.62
CD3"(%) 72.70+0.78
CD4" (%) 43.61+1.98
CD8" (%) 28.76+1.79
CD4'CD45RO" (%) 27.23+8.54
CXCR3'CD4'CD45RO" (%) 40.19+11.52
CCR4'CD4"CD45RO" (%) 31.5349.67
CD4'CD25"" (%) 0.2340.03
Intenzitet fluorescence® CXCR3 29.47+8.24
Intenzitet fluorescence® CCR4 60.49+12.68
Odnos intenziteta fluorescenci® CD25 3.11+0.42

IP-10 (pg/ml)

147.67+63.02

TARC (pg/ml) 419.44+298.42
TGF-B (pg/ml) 5530.83+197.75
FPIR (pU/ml) 5.88+2.32

M vrednost (mg/ml/min) 4.05+£3.46

(%) procenat ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden imunofluorescencijom i
protocnom citofluorometrijom; rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija

* broj receptora (CXCR3 ili CCR4) po CD4 CD45RO" T limfocitu

® odnos broja CD25"¢"/CD25"" limfocita
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Rezultati

Tabela 8. Karakteristike pacijenata sa T1D u klinickoj remisiji (KR) bolesti u kojih su uradena

imunoloska 1 metabolicka ispitivanja

KARAKTERISTIKA T1D-KR
Broj 10

Pol (M/Z) 4/6
Starost (godine) 26.22 +5.06
Trajanje dijabetesa (meseci) 9.20 £2.68
Indeks telesne mase (kg/m”)* 22.12+2.71
Glikozilirani hemoglobin (HbA1c)(%) 7.06 +0.42
Glikemija (mmol/l) 5.8+0.4
Insulinemija (mU/1) 93+1.2

a - indeks telesne mase (ITM) je izraCunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®
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Rezultati

Tabela 9. Imunoloski 1 metabolicki parametri u pacijenata sa T1D u KR bolesti

KARAKTERISTIKA T1D-KR
Broj leukocita (x10%/ml) 4.63+ 0.47
CD3"(%) 67.63+2.82
CD4" (%) 40.46+2.09
CD8" (%) 26.00+1.80
CD4'CD45RO" (%) 24.1946.50
CXCR3"CD4'CD45RO" (%) 42.16%11.13
CCR4°CD4"CD45RO" (%) 31.40+8.14
CD4'CD25Me" (%) 0.23+0.10
Intenzitet fluorescence® CXCR3 32.21+10.64
Intenzitet fluorescence® CCR4 63.53+14.04
Odnos intenziteta fluorescenci® CD25 3.224+0.52

IP-10 (pg/ml)

TARC (pg/ml)
TGF-B (pg/ml)
FPIR (pU/ml)

M vrednost (mg/ml/min)

132.45+£59.13

289.48+116.75

4048.89+151.61

7.17x1.73

6.16+1.83

(%) procenat ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden imunofluorescencijom i
protocnom citofluorometrijom; rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija

* broj receptora (CXCR3 ili CCR4) po CD4 CD45RO" T limfocitu

® odnos broja CD25™¢"/CD25"" limfocita
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Tabela 10. Karakteristike kontrolnih ispitanika u kojih su uradena imunoloska i metabolicka

ispitivanja
KARAKTERISTIKA KONTROLA
Broj 18
Pol (M/Z) 2/16
Starost (godine) 28.18 +7.21
Indeks telesne mase (kg/m?)* 22.00 +4.21
Glikemija (mmol/1) 4.50+1.20
Insulinemija (mU/I) 11.60+2.34

a- indeks telesne mase (ITM) je izraCunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®
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Rezultati

Tabela 11. Imunoloski i metaboli¢ki paramerti u kontrolnih ispitanika

KARAKTERISTIKA KONTROLA
Broj leukocita (x10%/ml) 4.35+0.48
CD3"(%) 68.35+2.31
CD4" (%) 38.58+2.27
CD8" (%) 28.76+2.76
CD4'CD45RO" (%) 27.6746.59
CXCR3"CD4'CD45RO" (%) 53.09+6.29
CCR4°CD4"CD45RO" (%) 40.90+7.24
CD4'CD25Me" (%) 0.26+0.06
Intenzitet fluorescence® CXCR3 41.774£6.02
Intenzitet fluorescence® CCR4 71.93+5.80
Odnos intenziteta fluorescenci® CD25 3.2240.91
IP-10 (pg/ml) 84.11+16.88

TARC (pg/ml)
TGF-B (pg/ml)
FPIR (pU/ml)

M vrednost (mg/ml/min)

218.63+81.09

10064.44+681.99

167.83+30.98

10.47£1.56

(%) procenat ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden imunofluorescencijom i
protocnom citofluorometrijom; rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija
~ receptora (CXCR3 ili CCR4) po CD4'CD45RO" limfocitu;
CD25""/CD25"" limfocita

a brog

odnos broja
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Rezultati

Tabela 12. Karakteristike prvih rodaka pacijenata sa tipom 1 dijabetesa (T1D) sa niskim

rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR) u kojih su uradena imunoloska i metabolicka ispitivanja

KARAKTERISTIKA nrPR
Broj 34

Pol (M/Z) 18/16
Starost (godine) 26.44 + 6.09
Indeks telesne mase (kg/m?)* 22.69+3.72
Insulinemija (mU/I) 129+£1.6
Glikemija (mmol/l) 422+1.31

a - indeks telesne mase (ITM) je izracunat po formuli ITM = telesna masa/
(telesna visina)®
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Rezultati

Tabela 13. Imunoloski 1 metaboli¢ki parametri u prvih rodaka pacijenata sa tipom 1 dijabetesa

(T1D) sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR)

KARAKTERISTIKA nrPR
Broj leukocita (x10%ml) 5.98 +1.57
CD3"(%) 65.90+ 2.98
CD4" (%) 38.78+2.86
CD8" (%) 2732+ 1.74
CD4'CD45RO" (%) 25.0246.26
CXCR3"CD4'CD45RO" (%) 51.79+6.79
CCR4'CD4'CD45RO" (%) 41.90+8.58
CD4'CD25"e" (%) 0.26+0.10
Intenzitet fluorescence® CXCR3 42.1948.12
Intenzitet fluorescence® CCR4 75.82+10.50
Odnos intenziteta fluorescenci® CD25 3.27+0.88

IP-10 (pg/ml)
TARC (pg/ml)
TGF-B (pg/ml)
FPIR (uU/ml)

M vrednost (mg/ml/min)

105.39£71.30

312.05x151.14

7981.04+£3889.51

149.34+30.85

9.03%1.54

(%) procenat ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden imunofluorescencijom i
proto¢nom citofluorometrijom; rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija

* broj receptora (CXCR3 ili CCR4) po CD4'CD45RO" T limfocitu; ° odnos broja
CD25""/CD25" limfocita
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Rezultati

Anamnesti¢ki podaci prikupljeni primenom standardnog upitnika o podacima iz
detinjstva vezanim za faktore rizika za razvoj T1D u grupama vrPR i nrPR prikazani su na
Tabeli 14 .

Nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti kravljeg mleka u ishrani u prvoj godini
zivota, maj¢inog mleka, supstituisanja vitamina D u ishrani, autoimunih oboljenja, i telesne

tezine na rodenju, poredenjem vrPR i nr PR (Tabela 14 ).

Tabela 14. Analiza standardnog upitnika o anamnestickim podacima vezanim za prisustvo
faktora rizika za ispoljavanje T1D u detinjstvu u prvih rodaka pacijenata sa tipom 1 dijabetesa
(T1D) sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR) i prvih rodaka pacijenata sa tipom 1

dijabetesa (T1D) sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR)

Kravlje Majcino Vitamin D | Autoimune | TT na
mleko mleko bolesti rodenju
da/ne da/ne da/ne da/ne (2)
PR 2/15 11/6 7/10 6/11 3370.6+327.9
nrPR 11/23 27/7 20/14 16/18 3502.6+375.7
p vrednosti 0.115 0.256 0.234 0.424 0.224

Zna&ajnost razlike ispitivana y” testom i Studentovim t testom.

viPR/nrPR  p=NS

4.1.1. Detekcija CD4"T memorijskih limfocita metodom protocne citometrije

S obzirom da humani makrofagi 1 B limfociti eksprimiraju CD4, gejtovali smo prvo
CD3" ¢elije, odnosno T limfocite. U razli¢itim panelima, memorijski T limfociti su

identiifikovani kao CD45RO" (133). Kvadranti su setovani prema bojenju sa kontrolnim
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Rezultati

antitelima. Gejtovane periferne mononuklearne T ¢elije koje koeksprimiraju CD4 i CD45RO su
bojene za povrsinsku ekspresiju CXCR3 i CCR4. Imajuéi u vidu kontradiktornu ulogu CD4lo T
¢elijau TI1D, dodatno smo analizirali CD4hi/CD4lo panel u nasim grupama. Pokazan je nizak
nivo CD4lo subpopulacije u limfocitnom gejtu (vrPR: 1.03+0.73%, nrPR 1.23+ 1.06%, NT1D-
1ZS: 0.96+0.57% , TID-KR: 0.87+0.52%, Kontrola 1.25+1.52%, p=NS) i medu CD4 ™ T
¢elijama (vrPR 2.67+ 0.55%, nrPR 3.17+ 2.66%, NT1D-1ZS: 2.24 + 1.37%, T1D-KR: 2.15+
1.13%, Kontrola 3.05+ 3.89%, p=NS), rang (0-6.77% 1 0-17.32%).

U tom smislu, dalje analize smo bazirali samo na CD4hi odnosno CD4 CD45RO" T
¢elijama, u cilju izbegavanja precenjivanja uticaja CD4lo subpopulacije na finalne rezultate.

CD4" memorijske T ¢elije su kvantifikovane metodom protocne citometrije u vr i nr
zdravih PR, pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR 1 kontrolnih ispitanika, u cilju ispitivanja
ekspresije receptora u razli¢itim stadijumima razvoja T1D. Dodatno, vrPR su bili pozitivni za
prisustvo oba autoantiela GAD i IA-2A, dok su nrPR bili negativni za oba autoantitela.

Reprezentativni histogrami i dot plotovi za profile ekspresije CXCR3 i CCR4 na CD4
T ¢elijskim subpopulacijama (CD4 low i CD4 high) su prikazani za svaku analiziranu grupu
(Grafikon 1), kao i reprezentativni dot plotovi CXCR3 i CCR4 receptorske ekspresije na CD4"
CD45RO" T éelijama (Grafikon 2).
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Grafikon 1. Profili ekspresije CXCR3 i CCR4 na CDA4¢&lijskim subpopulacijama (CDlow

i CD4 high). Na osnovu profila ekspresije, CD# ¢elije su podeljene u CDWbw i CD4 high
subpopulacije, a predstavljeni su procenti njihowg&a u limfocitnom gejtu (A-D, krajnji
levi panel) i CXCR3 i CCR4 ekspresija je determamia za CDZ40/CD45RO ¢elije i
CD4'high/CD45RO ¢elije. Reprezentativni histogrami i dot plotovi ¢&) prve ratake sa
visokim rizikom za ispoljavanje tipa 1 dijabetesaPR), (B) prve rdake sa niskim rizikom za
ispoljavanje tipa 1 dijabetesa (nrPR), (C) pacgest novootkrivenim tipom 1 dijabetesa

(NT1D) ili (D) kontrolne ispitanike su predstavljen
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Grafikon 2. Profili ekspresije CXCR3 i CCR4 na cirkuliu¢éim CD45RO" i CD4" T ¢elijama.
(A) Selektovane su éelije iz limfocitnog gejta i (B) populacija CD4"/CD45RO" ¢elija je
izabrana za analizu hemokinskih receptora (C) Reprezentativni dot plotovi CXCR3 i CCR4
ekspresije na CD4/CD45RO" analize za prve rodake sa visokim rizikom za ispoljavanje tipa 1
dijabetesa (vrPR), prve rodake sa niskim rizikom za ispoljavanje tipa 1 dijabetesa (nrPR),
pacijente sa novootkrivenim tipom 1 dijabetesa (NT1D) ili kontrolne ispitanike su
predstavljeni, nakon bojenja monoklonskim antitelima metodom  cCetvorobojne
imunofluorescencije i proto¢ne citometrije. Rezultati pokazuju procenat CD45RO"/CD4" éelija

koje eksprimiraju CXCR3 i CCR4 u reprezentativnim uzorcima.
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4.1.2. Analiza promene nivoa CXCR3" T memorijskih limfocita kao pokazatelja Thl

imunskog odgovora u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa T1D
U PR pacijenata sa T1D, nivo CD4", CD8" i CD4 CD45RO" limfocita i njihov

medusobni odnos nisu se znacajno razlikovali od nalaza u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR

bolesti, kao i u kontrolnih ispitanika (Grafikon 3,4,5).
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Grafikon 3. Nivo CD4" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata
sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD4" T limfocita od ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike nisu registrovane izmedu grupa (p=NS).
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Grafikon 4. Nivo CD8" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata
sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD8" T limfocita od ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike nisu registrovane izmedu grupa (p=NS).
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CD4*CDA45RO* T limfociti (%)
35

30

25 -

.

20 -

15 A

10 ~

PR NT1D-I1ZS T1D-KR kontrola

Grafikon 5. Nivo CD4'CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR)
pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD4 CD45RO" T limfocita od ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike nisu registrovane izmedu grupa (p=NS).

Nivo memorijskih (CD4'CD45RO") T limfocita koji eksprimiraju CXCR3, Thl
hemokinski receptor, u PR pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva autoantitela GAD 1 [A2, je
bio znacajno veci u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS i KR. Istovremeno, utvrdili smo
da je u PR pacijenata sa T1D, nivo CXCR3" T memorijskih limfocita bio veéi nego u
kontrolnih ispitanika, ali nije dostigao statisticku znacajnost (Grafikon 6).

Nivo CXCR3" T memorijskih limfocita u vrPR je bio znacajno veéi u poredenju sa

nrPR, pacijentima sa N-T1D u IZS 1 KR, kao i kontrolnim ispitanicima (Grafikon 7).
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Rezultati

Sa druge strane, nivo CXCR3" T memorijskih limfocita u pacijenata sa N-T1D u IZS i
KR bio je znacajno manji u poredenju sa kontrolnim ispitanicima i nije se znacajno razlikovao

izmedu pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR bolesti (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Nivo CXCR3'CD4'CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih
rodaka (PR) pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika
Procenat CD4 CD45RO" T limfocita koji eksprimiraju CXCR3 u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. i 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa PR/NT1D-IZS (p<0.001) i PR/TID-KR (p<0.001),
kao 1 NT1D-IZS/kontrola (p<0.001) i TI1D-KR/ kontrola (p<0.05).

NTI1D-IZS/ T1D-KR (p=NS), PR/kontrola (p=NS)
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Rezultati
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Grafikon 7. Nivo CXCR3'CD4'CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih
rodaka (PR) pacijenata sa T1D sa visokim rizikom (vrPR) 1 niskim rizikom za ispoljavanje T1D
(nrPR), pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD4 CD45RO" T limfocita koji eksprimiraju CXCR3 u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa vrPR/nrPR (p<0.01), viPR/NT1D-IZS (p<0.001),
vtPR/T1D-KR (p<0.001), vrPR/kontrola (p<0.01).
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Rezultati

4.1.3. Analiza intenziteta fluorescence CXCR3 hemokinskih receptora na memorijskim T
limfocitima, kao pokazatelja Thl imunskog odgovora, u perifernoj krvi u prvih rodaka

pacijenata sa TID

Poredenjem intenziteta fluorescence CXCR3 receptora, odnosno broja CXCR3
hemokinskih receptora po jednom CD4 CD45RO" T limfocitu, utvrdeno je da je intenzitet
fluorescence CXCR3 receptora u PR pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva autoantitela
GAD 1 IA-2, bio znaajno veci u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS i KR. Istovremeno,
nivo intenziteta fluorescence CXCR3 receptora u PR pacijenata sa TID u poredenju sa
kontrolnim ispitanicima je bio veéi, ali nije dostigao statisticku znac¢ajnost (Grafikon 8).

Takode, nivo intenziteta fluorescence CXCR3 receptora u vrPR, bio je znacajno veci u
poredenju sa nrPR, pacijentima sa N-T1D u IZS 1 KR, kao 1 u poredenju sa kontrolnim
ispitanicama (Grafikon 9).

Sa druge strane, nivo intenziteta fluorescence CXCR3 receptora u pacijenata sa N-T1D
u IZS 1 KR bio je znacajno manji u poredenju sa kontrolnim ispitanicima a nije se znacajno

razlikovao izmedu pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR bolesti (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Intenzitet fluorescence CXCR3 receptora na CD4 CD45RO" T limfocitima u
perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR

bolesti i kontrolnih ispitanika
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Rezultati

Broj CXCR3 receptora po CD4 CD45RO" T limfocitu u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa PR/NT1D-IZS (p<0.001) i PR/TID-KR (p<0.001),
kao 1 NT1D-IZS/kontrola (p<0.001) i TID-KR/ kontrola (p<0.05).

NT1D-I1ZS/ TID-KR (p=NS) ), PR/kontrola (p=NS)
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Grafikon 9. Intenzitet fluorescence CXCR3 receptora na CD4'CD45RO" T limfocitima u
perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom (vrPR) i niskim
rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih
ispitanika

Broj CXCR3 receptora po CD4 CD45RO" T limfocitu u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa vrPR/nrPR (p<0.01), viPR/NT1D-IZS (p<0.001),
vrPR/T1D-KR (p<0.001), vrPR/kontrola (p<0.01).
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Rezultati

4.1.4. Definisanje nivoa CXCR3" T memorijskih limfocita koji razdvaja prve rodake

pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike

Definisali smo i ta¢ku preseka (cut off point), odnosno nivo CXCR3"CD4 CD45RO" T
limfocita u perifernoj krvi, na kojem je moguce razdvojiti grupu vrPR i kontrolne ispitanike.

[zraCunati nivo je 59.67% (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Nivo CXCR3'CD4 CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: odredivanje tacke
razdvajanja (cut off point) grupe prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D sa visokim rizikom

(vrPR) i kontrolnih ispitanika. Izracunati nivo je 59.67%.
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Rezultati

4.1.5. Analiza promene nivoa CCR4"™ T memorijskih limfocita kao pokazatelja Th2

imunskog odgovora u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Nivo T memorijskih limfocita, koji eksprimiraju CCR4, Th2 hemokinski receptor, u PR
pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva autoantitela GAD i IA2, je bio znacajno veci u
poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS. Istovremeno, utvrdili smo da je u PR pacijenata sa
T1D nivo CCR4" T memorijskih limfocita bio manji nego u kontrolnih ispitanika, ali nije
dostigao statistiCku znacajnost (Grafikon 11).

Medutim, nivo CCR4™ T memorijskih limfocita u vrPR je bio znadajno manji u
poredenju sa nivoom ove subpopulacije detektovanom u nrPR 1 u poredenju sa kontrolnim
ispitanicima. Istovremeno, nije bilo statisticki znac¢ajne razlike u nivou CCR4" T memorijskih
limfocita izmedu vrPR 1 pacijenata sa N-T1D u IZS i KR (Grafikon 12).

Sa druge strane, nivo CCR4" T memorijskih limfocita u pacijenata sa N-T1D u IZS bio
je znacajno manji u poredenju sa kontrolnim ispitanicima a nije se znacajno razlikovao u

poredenju sa nivoom utvrdenim u pacijenata u KR bolesti (Grafikon 11).
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Rezultati
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Grafikon 11. Nivo CCR4'CD4'CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih
rodaka (PR) pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika
Procenat CD4'CD45RO" T limfocita koji eksprimiraju CCR4 u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa PR/NT1D-IZS (p<0.01), kao i NT1D-1ZS/kontrola
(p<0.01).

NTI1D-1ZS/ T1D-KR (p=NS) ), PR/kontrola (p=NS)
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Rezultati
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Grafikon 12. Nivo CCR4'CD4'CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih
rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom (vrPR) i niskim rizikom za ispoljavanje T1D
(nrPR), pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD4'CD45RO" T limfocita koji eksprimiraju CCR4 u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. i 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki zna¢ajne su razlike izmedu grupa vrPR/ nrPR (p<0.001), vrPR/kontrola (p<0.001).
viPR/NTI1D-IZS (p=NS), viPR/T1D-KR (p=NS) .
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Rezultati

4.1.6. Analiza intenziteta fluorescence CCR4 hemokinskih receptora na memorijskim T
limfocitima kao pokazatelja Th2 imunskog odgovora u perifernoj krvi u prvih rodaka

pacijenata sa TID

Intenzitet fluorescence CCR4 " receptora u PR pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva
autoantitela GAD i IA-2, je bio znacajno veéi u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS.
Istovremeno, u PR pacijenata sa T1D, intenzitet fluorescence CCR4" receptora, je bio manji
nego u kontrolnih ispitanika, ali nije dostigao statisti¢ku znacajnost (Grafikon 13).

Medutim, intenzitet fluorescence CCR4" receptora u vrPR, bio je zna¢ajno manji u
poredenju sa nrPR, i u poredenju sa kontrolnim ispitanicima, ali nije bilo statisticke znacajnosti
u nivou intenziteta fluorescence CCR4" receptora poredenjem vrPR i pacijenata sa N-T1D u
IZS 1 KR (Grafikon 14).

Sa druge strane, intenzitet fluorescence CCR4" receptora u pacijenata sa N-T1D u IZS
je bio znacajno manji u poredenju sa kontrolnim ispitanicima a nije se znacajno razlikovao u
poredenju sa intenzitetom fluorescence CCR4 " receptora utvrdenim u pacijenata u KR bolesti

(Grafikon 13).
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Grafikon 13. Intenzitet fluorescence CCR4 receptora na CD4 CD45RO" T limfocitima u
perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR

bolesti i kontrolnih ispitanika
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Rezultati

Broj CCR4 receptora po CD4'CD45RO" T limfocitu u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa PR/NTI1D-IZS (p<0.01), kao i NT1D-1ZS/kontrola
(p<0.05).

NT1D-I1ZS/ TID-KR (p=NS) ), PR/kontrola (p=NS)
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Grafikon 14. Intenzitet fluorescence CCR4 receptora na CD4'CD45RO" T limfocitima u
perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom (vrPR) i niskim
rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih
ispitanika

Broj CCR4 receptora po CD4'CD45RO" T limfocitu u perifernoj krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa vrPR/ nrPR (p<0.001), vrPR/kontrola (p<0.01).
vrPR/NT1D-IZS (p=NS), viPR/T1D-KR (p=NS) .
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Rezultati

4.1.7. Definisanje nivoa CCR4™ T memorijskih limfocita koji razdvaja prve rodake

pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike

Takode, definisali smo 1 tacku preseka (cut off point), odnosno nivo
CCR4'CD4"CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi, na kojem je moguée razdvojiti grupu

vrPR 1 kontrolne ispitanike. Izraunati nivo je 32.83% (Grafikon 15).
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Grafikon 15. Nivo CCR4'CD4'CD45RO" T limfocita u perifernoj krvi: odredivanje tacke
razdvajanja (cut off point) grupe prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D sa visokim rizikom

(vrPR) 1 kontrolnih ispitanika. Izracunati nivo je 32.83%.
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Rezultati

4.1.8. Analiza promene nivoa CD4'CD25"" T limfocita kao pokazatelja nivoa T

regulatorne subpopulacije u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Analizom nivoa CD4"CD25"¢" T limfocita u PR pacijenata sa T1D nezavisno od

prisustva autoantitela GAD i IA-2, utvrdili smo da se nivo CD4'CD25"¢"

T limfocita nije
znacajno razlikovao u poredenju sa pacijenatima sa N-T1D u IZS i1 KR bolesti, kao i kontrolnim
ispitanicima (Grafikon 16).

Medutim, nivo CD4"CD25™¢" T limfocita u vrPR je bio znacajno manji u poredenju sa
nr PR. Istovremeno, nivo CD4"CD25™¢" T limfocita u vrPR je bio zna¢ajno manji u poredenju
sa kontrolnim ispitanicima, kao 1 pacijentima sa N-T1D u IZS 1 KR bolesti (Grafikon 17).

Analizom nivoa CD4"CD25"¢" T limfocita u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR bolesti,
utvrdeno je da je nivo CD4"CD25™¢" T limfocita u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR bolesti bio
manji u poredenju sa kontrolnim ispitanicima, ali bez statisticke znacajnosti. Istovremeno, nije

bilo statisticki znacajne razlike u nivou CD4'CD25"" T limfocita izmedu pacijenata u IZS i

pacijenata u KR bolesti (Grafikon 16).
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Rezultati
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Grafikon 16. Nivo CD4'CD25"¢" limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR)
pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD4'CD25"" limfocita od ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

StatistiCki znacajne razlike izmedu grupa nisu registrovane (p=NS).
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Rezultati
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Grafikon 17. Nivo CD4'CD25"¢" limfocita u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka
pacijenata sa T1D sa visokim rizikom (vrPR) 1 niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR),
pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Procenat CD4'CD25"€" limfocita od ukupnog broja limfocita periferne krvi odreden je
imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa viPR/nrPR(p<0.001), vriPR/kontrola (p<0.001),
vtPR/NTI1D-IZS (p<0.001), viPR/T1D-KR (<0.05).
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Rezultati

4.1.9. Analiza odnosa intenziteta fluorescence CD25 markera na CD4" T limfocitima
kao pokazatelja nivoa T regulatorne subpopulacije u perifernoj krvi u prvih rodaka

pacijenata sa TID

Merenjem intenziteta fluorescence CD25" markera na CD4" T limfocitima odredivan je
odnos intenziteta fluorescence CD4'CD25™#" i CD4°CD25°Y T limfocita, a ve¢i odnos
intenziteta fluorescence ukazivao je na prisustvo veceg procenta Celija sa ve€im intenzitetom
fluorescence (CD4"CD25"" T limfociti) u poredenju sa Celijama sa manjim intenzitetom
fluorescence (CD4'CD25"" T limfociti).

U tom smislu, odnos intenziteta fluorescence CD25" markera u PR pacijenata sa T1D
nezavisno od prisustva autoantitela GAD 1 IA-2, nije se znacajno razlikovao u poredenju sa
pacijentima sa N-T1D u IZS i KR bolesti, i kontrolnim ispitanicima (Grafikon 18).

Medutim, odnos intenziteta fluorescence CD25" markera u vrPR je bio zna¢ajno manji u
poredenju sa nrPR i kontrolnim ispitanicima, kao i sa pacijentima sa N-T1D u IZS i KR bolesti
(Grafikon 19)

Analizom odnosa intenziteta fluorescence CD25" markera u pacijenata sa N-T1D u 1ZS
i KR bolesti, utvrdeno je da je odnos intenziteta fluorescence CD25" markera u pacijenata sa N-
T1D u IZS i1 KR bolesti bio manji u poredenju sa kontrolnim ispitanicima, ali bez statisticke
znacajnosti. Istovremeno, nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu intenzitet fluorescence

CD25" markera izmedu pacijenata u IZS i KR bolesti (Grafikon 18).
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Rezultati
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Grafikon 18. Odnos intenziteta fluorescence CD25"€"/CD25"" markera na CD4" limfocitima u
perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D, pacijenata sa N-T1D u IZS, KR
bolesti 1 kontrolnih ispitanika

Odnos intenziteta fluorescence CD25""/CD25"Y markera na CD4" limfocitima u perifernoj
krvi odreden je imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki zna¢ajne razlike izmedu grupa nisu registrovane (p=NS).
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Rezultati
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Grafikon 19. Odnos intenziteta fluorescence CD25"€"/CD25"" markera na CD4" limfocitima u
perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom (vrPR) i niskim
rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih
ispitanika

Odnos intenziteta fluorescence CD25"€"/CD25"" markera na CD4" limfocitima u perifernoj
krvi odreden je imunofluorescencijom i proto¢nom citofluorometrijom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa viPR/nrPR(p<0.001), vrPR/kontrola (p<0.01),
vrPR/NT1D-IZS (p<0.01), viPR/T1D-KR (<0.05).
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Rezultati

4.1.10. Definisanje nivoa CD4'CD25"" T limfocita koji razdvaja prve rodake pacijenata
sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike

high T limfocita u

Definisali smo i tatku preseka (cut off point), odnosno nivo CD4"CD25
perifernoj krvi, na kojem je moguce razdvojiti grupu vrPR i kontrolne ispitanike. IzraCunati

nivo je 0.19%. (Grafikon 20).
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Grafikon 20. Nivo CD4'CD25"" limfocita u perifernoj krvi: odredivanje tacke razdvajanja
(cut off point) grupe prvih rodaka (PR) pacijenata sa TID sa visokim rizikom (vrPR) i

kontrolnih ispitanika. Izracunati nivo je 0.19%.
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Rezultati

4.2. Analiza promene nivoa i odnosa Thl, Th2 i T regulatornih tipova

hemokina/citokina u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa TID

Smatra se da je nivo cirkuliSu¢ih hemokina marker ¢elijske imunosti. U tom smislu,
analizirali smo nivo IP-10, Thl, i TARC, Th2- tipa hemokina, liganda za CXCR3 i CCR4
receptore, kao 1 nivo TGFp, medijatora supresorskog dejstva T reg, u PR pacijenata sa T1D,

pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR 1 kontrolnih ispitanika.

4.2.1. Analiza promene nivoa IP-10, Thl tipa hemokina, u perifernoj krvi u prvih
rodaka pacijenata sa T1D

Analizom nivoa IP-10 u perifernoj krvi, utvrdili smo da je u PR pacijenata sa T1D
nezavisno od prisustva autoantitela GAD i [A-2, nivo IP-10 bio statisticki neznacajno nizi,
odnosno slican nivou utvrdenom u pacijentima sa N-T1D kako u IZS tako 1 u KR bolesti.
Istovremeno, nivo IP-10 u PR pacijenata sa T1D je bio statisticki neznacajno visi u poredenju
sa kontrolnim ispitanicima (Grafikon 21).

Nivo IP-10 u vrPR je bio znacajno visi u poredenju sa nrPR i kontrolnim ispitanicima a
slican nivou utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR (Grafikon 22). Istovremeno, u
pacijenata sa N-T1D u IZS i KR, nivo IP-10 je bio znac¢ajno visi u poredenju sa kontrolnim

ispitanicima, a nije se znacajno razlikovao poredenjem grupa N-T1D u IZS i KR (Grafikon 21).
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Grafikon 21. Nivo IP-10 u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D,
pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo IP-10 u perifernoj krvi odreden je ELISA metodom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa NT1D-I1ZS/kontrola (p<0.01) i T1D-KR/kontrola
(p<0.05).

NTID-IZS/T1ID-KR (p=NS), PR/kontrola (p=NS), PR/NTID-IZS (p=NS) ), PR/TID-KR

(p=NS)
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Grafikon 22. Nivo IP-10 u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa
visokim rizikom (vrPR) i niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u
IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo IP-10 u perifernoj krvi odreden je ELISA metodom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa viPR/nrPR (p<0.05) i viPR/kontrola (p<0.01).
viPR/NT1D-IZS (p=NS), viPR/T1D-KR (p=NS) .
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Rezultati

4.2.2. Analiza promene nivoa TARC, Th2 tipa hemokina, u perifernoj krvi u prvih
rodaka pacijenata sa T1D

Analizom nivoa TARC u perifernoj krvi, utvrdili smo da je u PR pacijenata sa T1D
nezavisno od prisustva autoantitela GAD i [A-2, nivo TARC bio statisticki neznacajno nizi,
odnosno sli¢an nivou utvrdenom u pacijenata sa N-T1D kako u IZS tako i u KR bolesti.
Istovremeno, nivo TARC u PR pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva autoantitela GAD i
IA-2 je bio vi$i u poredenju sa kontrolnim ispitanicima, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti
(Grafikon 23).

Nivo TARC u vrPR je bio statisticki znacajno visi u poredenju sa nrPR 1 kontrolnim
ispitanicima 1 sli€an nivou utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR (Grafikon 24).
Istovremeno, u pacijenata sa N-T1D u IZS, nivo TARC je bio znacajno visi u poredenju sa

kontrolnim ispitanicima, a nije se razlikovao od nivoa u pacijenata u KR bolesti (Grafikon 23).
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Grafikon 23. Nivo TARC u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D,
pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo TARC u perifernoj krvi odreden je ELISA metodom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa NT1D-IZS/kontrola (p<0.05).

NTID-IZS/TID-KR (p=NS), PR/kontrola (p=NS), PR/NTID-IZS (p=NS), PR/TID-KR
(p=NS)
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Grafikon 24. Nivo TARC u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa
visokim rizikom (vrPR) i niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u
IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo TARC u perifernoj krvi odreden je ELISA metodom.

Horizontalne linije reprezentuju medijanu, a box plotovi obuhvataju 25. 1 75. percentil a eror
barovi 10. 1 90. percentil. Vrednosti izvan intervala su oznacene.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

StatistiCki znacajne su razlike izmedu grupa vrPR/nrPR (p<0.05) i viPR/kontrola (p<0.01).
vtPR/NT1D-IZS (p=NS), viPR/T1D-KR (p=NS)
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Rezultati

4.2.3. Analiza nivoa TGFp, antiinflamatornog citokina, kao pokazatelja
Sfunkcionalnosti subpopulacije T regulatornih limfocita, u perifernoj krvi u prvih rodaka

pacijenata sa TID

Kada smo analizirali nivo TGFp, antiinflamatornog citokina 1 pokazatelja
funkcionalnosti subpopulacije T regulatornih limfocita u perifernoj krvi, utvrdili smo da je u PR
pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva autoantitela GAD i [A-2, nivo TGF bio znacajno
visi u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS 1 KR. Sa druge strane, nivo TGFp u perifernoj
krvi, u PR pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva autoantitela GAD 1 IA-2 je bio niZi u
poredenju sa kontrolnim ispitanicima, ali nije dostigao statistiCku znacajnost (Grafikon 25).

Nivo TGFB u vrPR je bio statisticki neznafajno nizi u poredenju kontrolnim
ispitanicima, i znacajno visi u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS i KR (Grafikon 26).

Istovremeno, u pacijenata sa N-T1D u IZS i u KR bolesti, nivo TGFp je bio znacajno

nizi u poredenju sa kontrolnim ispitanicima (Grafikon 25).
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Grafikon 25. Nivo TGFB u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D,
pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo TGFRB u perifernoj krvi odreden je ELISA metodom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.
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Rezultati

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa PR/NT1D-IZS (p<0.001), PR/T1D-KR (p<0.001),
NTI1D-IZS /kontrola (p<0.001) i T1D-KR/kontrola (p<0.001) .
PR/kontrola (p=NS)
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Grafikon 26. Nivo TGFRB u perifernoj krvi: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa
visokim rizikom (vrPR) i niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u
1ZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo TGFRB u perifernoj krvi odreden je ELISA metodom.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znaCajne su razlike izmedu grupa vrPR/NTID-IZS (p<0.01), vrPR/T1D-KR
(p<0.001), vrPR/kontrola (p=NS)
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Rezultati

4.2.4. IstraZivanje povezanosti nivoa IP-10, TARC i TGFp i nivoa CXCR3", CCR4"
memorijskih i CD4°CD25"¢" T limfocita u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Istrazivanjem povezanosti nivoa CXCR3', CCR4" memorijskih i CD4'CD25"¢" T
limfocita i nivoa IP-10 (Thl tipa) i TARC (Th2 tipa) hemokina u perifernoj krvi nije utvrdena
znacajna korelacija izmedu nivoa IP-10, TARC i nivoa CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4"CD25"" T limocita, u viPR (Tabela 15).

Istovremeno, nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost nivoa TGF,
antiinflamatornog citokina i pokazatelja funkcionalnosti T regulatornih éelija, i nivoa CXCR3",

CCR4" T memorijskih limfocita i CD4"CD25"€" T limfocita u vrPR (Tabela 15).

Tabela 15. Analiza povezanosti nivoa CXCR3", CCR4" T memorijskih i CD4'CD25"e" T
limfocita 1 nivoa IP-10, TARC i TGFp u prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za
ispoljavanje T1D (vrPR)

Subpopulacije T limfocita

Parametar CXCR3'CD4" CD45RO" CCR4' CD4" CD45RO* CD4'CD25"e!
IP-10 r -0.154 -0.355 -0.121

p 0.554 0.162 0.645
TARC r -0.096 -0.191 -0.110

p 0.715 0.462 0.675
TGFB r 0.203 -0.083 -0.071

P 0.434 0.751 0.785

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom.

p=NS
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Rezultati

4.3. Istraiivanje povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4"
memorijskih i CD4'CD25""T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T reg imunskog
odgovora, i nivoa antitela na beta Celijske antigene GAD i 1A-2 u perifernoj krvi u prvih

rodaka pacijenata sa TID

U prethodnim studijama je pokazano postojanje inverzne korelacije izmedu celularne i
humoralne imunosti na odredene beta celijske antigene, uklju¢ujué¢i GAD antigen (29).
Medutim, povezanost nivoa subpopulacija CD4" T limfocita sa razli¢itim funkcionalnim

svojstvima i nivoa antitela GAD i IA-2 u PR pacijenata sa T1D nije detaljno ispitivana.

4.3.1. Istrafivanje povezanosti promena nivoa CXCR3'i CCR4" T memorijskih
limfocita, kao pokazatelja Thl i Th2 imunskog odgovora i nivoa antitela na beta Celijske

antigene u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa TI1D

IstraZivanjem povezanosti nivoa subpopulacija CXCR3" i CCR4" T memorijskih
limfocita, kao pokazatelja Thl i Th2 imunskog odgovora, i nivoa antitela u perifernoj krvi nije
utvrdena znaGajna korelacija izmedu nivoa antitela GAD i IA-2 i nivoa CXCR3" T
memorijskih limfocita, kako u vrPR pacijenata sa T1D (Tabela 16), tako i u nrPR (Tabela 17).

Analiziranjem povezanosti nivoa antitela GAD i IA-2 i nivoa CCR4" T memorijskih

limfocita kako u vrPR (Tabela 16), tako i u nr PR, nije utvrdena znacajna korelacija (Tabela

17).

4.3.2. IstraZivanje povezanosti promena nivoa CD4"CD25"¢"

T limfocita, kao
pokazatelja T regulatornog imunskog odgovora, i nivoa antitela na beta Celijske antigene u

perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Istrazivanjem povezanosti nivoa subpopulacija CD4" T limfocita i nivoa antitela u
perifernoj krvi nije utvrdena znacajna korelacija izmedu nivoa antitela GAD 1 IA-2 i nivoa

CD4"CD25"¢" limfocita kako u vrPR (Tabela 16), tako i u nrPR (Tabela 17).
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Tabela 16. Analiza povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4'CD25" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T reg imunskog odgovora, i nivoa antitela
na beta c¢elijske antigene GAD 1 IA-2 u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa T1D sa

visokim rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR)

Subpopulacije T limfocita

Antitela CXCR3'CD4" CD45RO" CCR4'CD4' CD45RO" CD4'CD25"e!
GAD r 0.236 -0. 481 0.011
p 0.362 0.051 0.966
IA-2 r 0.264 -0.316 0.151
0.305 0.217 0.564

Znacajnost korelacije ispitivana Pearson-ovim testom.

p=NS

Tabela 17. Analiza povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4'CD25" T limfocita, kao pokazatelja Th, Th2 i T reg imunskog odgovora, i nivoa antitela
na beta Celijske antigene GAD i IA-2 u perifernoj krvi u prvih rodaka pacijenata sa T1D sa

niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR)

Subpopulacije T limfocita

Antitela CXCR3'CD4' CD45RO" CCR4' CD4" CD45RO* CD4'CD25"e!
GAD r 0.097 0.244 0.204

p 0.587 0.164 0.246
IA-2 r -0.262 0.211 0.255

P 0.134 0.231 0.146

Znacajnost korelacije ispitivana Pearson-ovim testom.

p=NS
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Rezultati

4.4. IstraZivanje povezanosti nivoa IP-10, TARC i TGFf i nivoa antitela na beta
Celijske antigene GAD i IA-2 u perifernoj krvi prvih rodaka pacijenata sa T1D

Istrazivanjem povezanosti nivoa IP-10 1 TARC i nivoa antitela na beta ¢elijske antigene
GAD i IA-2 nije utvrdena znacajna korelacija izmedu nivoa IP-10, TARC i nivoa GAD i [A-2,
kako u vrPR (Tabela 18), tako i u nrPR (Tabela 19).

IstraZivanjem povezanosti nivoa TGFp 1 nivoa antitela na beta ¢elijske antigene GAD i1
[A-2 nije utvrdena znacajna korelacija izmedu nivoa TGFp i nivoa GAD 1 [A-2, kako u vrPR

(Tabela 18), tako i u nrPR (Tabela 19).

Tabela 18. Analiza povezanosti nivoa IP-10, TARC i TGFp 1 nivoa antitela na beta celijske
antigene GAD 1 [A-2 u prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D

(vrPR)

Citokini
Antitela IP-10 TARC TGFp
GAD r 0.222 0. 340 0.275
p 0.392 0.182 0.286
[A-2 r 0.201 -0.054 0.001
0.438 0.837 0.996

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom.

p=NS
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Tabela 19. Analiza povezanosti nivoa IP-10, TARC i TGFp i nivoa antitela na beta celijske
antigene GAD i [A-2 u prvih rodaka pacijenata sa T1D sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D

(nrPR)

Citokini
Antitela IP-10 TARC TGFp
GAD r -0.157 0.168 0.137
0.377 0.342 0.439
[A-2 r -0.134 0.011 -0.012
p 0.450 0.950 0.948

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom.

p=NS

4.5. Istrafivanje povezanosti promena nivoa CXCR3', CCR4" memorijskih i
CD4 CD25"s"T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T regulatornog imunskog odgovora u

perifernoj krvi, sa promenama u nivou insulinske sekrecije u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Nedavno je pokazano da se T1D ranije manifestuje u osoba u kojih postoji dvojni
defekt, lezija beta ¢elija 1 insulinska rezistencija (217,218). Smatra se da je odredivanje prve
faze insulinskog odgovora (first phase of insulin responce-FPIR), pomocu testa intravenske
stimulacije glikozom, metoda izbora za ‘stepenovanje’ preklinicke faze oSte¢enja beta Celijske
funkcije (219).

U tom smislu smo u nasem istraZzivanju u prvih rodaka obolelih od T1D odredivali i

prvu fazu insulinskog odgovora izrazenu kao FPIR, koris¢enjem IVGTT-a.

4.5.1. Analiza nivoa prve faze insulinske sekrecije u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Analiziranjem nivoa FPIR u PR pacijenata sa T1D utvrdeno je da je nivo FPIR bio
znacajno veci u poredenju sa nivoom utvrdenim u pacijenata sa T1D u IZS 1 KR (Grafikon 27).
Nasuprot tome, nivo FPIR je bio znacajno manji u pacijenata sa sa T1D u IZS 1 KR u poredenju

sa kontrolnim ispitanicima (Grafikon 27).

90



Rezultati

Istovremeno, nivo FPIR u vrPR je bio zna¢ajno manji u poredenju sa nrPR i kontrolnim
ispitanicima, ali jo§ uvek u granicama normale predvidene za tu starosnu dob. Sa druge strane,
nivo FPIR u vrPR je bio znacajno veci u poredenju sa pacijentima sa T1D u IZS i KR (Grafikon

28).
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Grafikon 27. Nivo insulinske sekrecije: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa TI1D,
pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika.

Nivo prve faze insulinske sekrecije (first phase of insulin response-FPIR) u perifernoj krvi
odreden je tokom IVGTT-a.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa PR/NT1D-IZS (p<0.001), PR/T1D-KR (p<0.001),
PR/kontrola (p<<0.001), NT1D-IZS /kontrola (p<0.001) i T1D-KR/kontrola (p<0.001)
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Grafikon 28. Nivo insulinske sekrecije: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim
rizikom (vrPR) 1 niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u IZS, KR
bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo FPIR u perifernoj krvi odreden je tokom IVGTT-a.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike izmedu grupa vrPR/nrPR (p<0.001), viPR/NT1D-IZS (p<0.001),
viPR/T1D-KR (p<0.001), vrPR/kontrola (p<0.001).
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Rezultati

4.5.2. Analiza povezanosti promena nivoa CXCR3', CCR4" memorijskih i
CD4°CD25"¢" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T regulatornog imunskog odgovora u

perifernoj krvi, sa promenama u nivou insulinske sekrecije u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Istrazivanjem povezanosti nivoa FPIR i nivoa CXCR3" T memorijskih limfocita u prvih
rodaka pacijenata sa T1D nije utvrdeno je da postoji znacajna povezanost izmedu nivoa FPIR 1
nivoa CXCR3" T memorijskih limfocita, kako u vrPR (Tabela 20) , tako i u nrPR (Tabela 21).

Takode, nije ustanovljena statisticki znacajna korelacija izmedu nivoa FPIR i nivoa
CCR4" T memorijskih limfocita, kako u vrPR (Tabela 20), tako i u nrPR (Tabela 21).

Analizom povezanosti nivoa FPIR i1 nivoa CD4'CD25"e" limfocita kako u vrPR (Tabela

20), tako i u nrPR (Tabela 21), nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija.

Tabela 20. Analiza povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4"CD25"€" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T reg imunskog odgovora u perifernoj
krvi, nivoa insulinske sekrecije i nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa

T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR)

Subpopulacije T limfocita

Parametar CXCR3'CD4" CD45RO" CCR4' CD4" CD45RO* CD4'CD25"eh
FPIR r -0.237 -0. 110 0.403
0.360 0.673 0.054
M vrednost r 0.374 0.043 -0.169
p 0.139 0.870 0.517

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom

p=NS
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Tabela 21. Analiza povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4'CD25"" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T reg imunskog odgovora u perifernoj
krvi, nivoa insulinske sekrecije i nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa

T1D sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR)

Subpopulacije T limfocita

Parametar CXCR3'CD4" CD45RO" CCR4' CD4" CD45RO" CD4'CD25"eh
FPIR r -0.217 -0. 063 -0.243
P 0.218 0.725 0.166
M vrednost r 0.172 0.266 -0.290
0.331 0.128 0.097

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom.

p=NS

4.6. IstraZivanje povezanosti promena nivoa CXCR3', CCR4" memorijskih i
CD4'CD25"8" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T regulatornog imunskog odgovora u
perifernoj krvi, sa promenama nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa

TiD

Pokazano je da odredivanje samo insulinske sekrecije nije dovoljno, imajuéi u vidu da
je visi nivo insulinske sekrecije detektovan u osoba koje imaju 1 visi nivo insulinske
rezistencije, dok je nizi nivo insulinske sekrecije registrovan u insulin-senzitivnijih osoba (220).

U tom smislu smo u naSem istrazivanju u ispitanika odredivali i nivo insulinske
senzitivnosti, detektovan metodom hiperinsulinemijskog euglikemijskog klampa, i izraZzen kao

M vrednost.
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4.6.1. Analiza nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa T1D

Analiziranjem nivoa M vrednosti u PR pacijenata sa T1D utvrdeno je da je nivo M
vrednosti bio znacajno veci u poredenju sa nivoom u pacijenata sa T1D u IZS i KR (Grafikon
29). Nasuprot tome, nivo M vrednosti je bio zna¢ajno manji u pacijenata sa TID u IZS i KR u
poredenju sa kontrolnim ispitanicima (Grafikon 29).

Istovremeno, M vrednost u vrPR se nije znacajno razlikovala u poredenju sa M
vrednosc¢u detektovanom u nrPR i kontrolnih ispitanika, ali je bila znacajno veca u poredenju sa

pacijentima sa T1D u IZS i KR (Grafikon 30).

M (mg/ml/min)

12
T
10 1
8
6 T
- -
) T
0 T T T
PR NT1D-IZS T1D-KR Kontrola

Grafikon 29. Nivo insulinske senzitivnosti: poredenje prvih rodaka (PR) pacijenata sa T1D,
pacijenata sa N-T1D u IZS, KR bolesti 1 kontrolnih ispitanika.

Nivo M vrednosti odreden je metodom euglikemijskog hiperinsulinemijskog klampa.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana ANOVA testom.

Statisticki znaajne razlike su registrovane izmedu grupa PR/NT1D-IZS (p<0.001), PR/ T1D-
KR (p<0.01), NT1D-IZS/kontrola (p<0.001), T1D-KR/kontrola (p<0.001).
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Grafikon 30. Nivo insulinske senzitivnosti: poredenje prvih rodaka pacijenata sa T1D sa
visokim rizikom (vrPR) i niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR), pacijenata sa N-T1D u
IZS, KR bolesti i kontrolnih ispitanika

Nivo M vrednosti odreden je metodom euglikemijskog hiperinsulinemijskog klampa.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +/- standardna devijacija.

Znacajnost razlike ispitivana je ANOVA testom.

Statisticki znacajne su razlike su registrovane izmedu grupa vrPR/NTI1D-IZS (p<0.001),
vrPR/T1D-KR (p<0.01).

vrPR/nrPR (p=NS), vrPR/kontrola (p=NS)

4.6.2. Analiza povezanosti promena nivoa CXCR3', CCR4" memorijskih i
CD4°CD25"¢" T limfocita, kao pokazatelja Th, Th2 i T regulatornog imunskog odgovora u
perifernoj krvi, sa promenama nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa

TiD

Istrazivanjem povezanosti nivoa M vrednosti i nivoa CXCR3" T memorijskih limfocita
u prvih rodaka pacijenata sa T1D nije utvrdeno je da postoji znacajna povezanost izmedu nivoa
M vrednosti i nivoa CXCR3" T memorijskih limfocita, kako u vrPR (Tabela 20), tako i u nrPR
(Tabela 21).
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Takode, nije ustanovljena statisticki znacajna korelacija izmedu nivoa M vrednosti i
nivoa CCR4" T memorijskih limfocita, kako u vrPR (Tabela 20), tako i u nrPR (Tabela 21).
Analizom povezanosti nivoa M vrednosti 1 nivoa CD4'CD25"e" [imfocita kako u vrPR

(Tabela 20), tako 1 u nrPR (Tabela 21), nije utvrdena statisticki znacajna korelacija.

Tabela 20. Analiza povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4"CD25"€" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T reg imunskog odgovora u perifernoj
krvi, nivoa insulinske sekrecije i nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa

T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D (vrPR)

Subpopulacije T limfocita

Parametar CXCR3'CD4" CD45RO" CCR4' CD4" CD45RO* CD4'CD25"eh
FPIR r -0.237 -0. 110 0.403

P 0.360 0.673 0.054
M vrednost r 0.374 0.043 -0.169

p 0.139 0.870 0.517

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom

p=NS

Tabela 21. Analiza povezanosti promena nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" memorijskih i
CD4'CD25"" T limfocita, kao pokazatelja Thl, Th2 i T reg imunskog odgovora u perifernoj
krvi, nivoa insulinske sekrecije i nivoa insulinske senzitivnosti u prvih rodaka pacijenata sa

T1D sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D (nrPR)

Subpopulacije T limfocita

Parametar CXCR3'CD4"CD45RO" CCR4' CD4" CD45RO" CD4'CD25"eh
FPIR r -0.217 -0. 063 -0.243

p 0.218 0.725 0.166
M vrednost r 0.172 0.266 -0.290

p 0.331 0.128 0.097

Znacajnost korelacije ispitivana Spearman-ovim testom.

p=NS
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4.7. Binarna logisticka regresiona analiza u prvih rodaka sa visokim i niskim rizikom

za ispoljavanje T1D

Primenom binarne logisticke regresione analize na naSe podatke, utvrdili smo da su
nivoi CXCR3" i CCR4" T memorijskih éelija, uz nivo hemokina IP-10, nezavisni prediktori za

rizik, visok ili nizak, u zdravih PR pacijenata sa T1D (Tabela 22).

Tabela 22. Binarna logisticka regresiona analiza u prvih rodaka sa visokim (vrPR) i niskim

(nrPR) rizikom za ispoljavanje T1D

Odds Ratio (95% CI) p - vrednost
IP-10 0.989 — 0.998 0.009
CXCR3" CD4'CD45RO" 0.431 - 0.833 0.002
CCR4" CD4'CD45RO" 1.229 - 2.319 0.001
TARC 0.002 — 0.005 0.342
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5. DISKUSIJA

U ovom radu pokazano je da je stanje visokog rizika za ispoljavanje T1D, u PR
pacijenata sa T1D, povezano sa porastom nivoa CXCR3" memorijskih T limfocita i hemokina
IP-10, oba pokazatelja Thl autoimunskog odgovora, uz istovremeno snizenje nivoa CCR4"
memorijskih T limfocita 1 CD4'CD25"&" T limfocita, kao pokazatelja Th2 autoimunskog
odgovora, odnosno T regulatorne supresorske subpopulacije, Sto ukazuje da bi poremecaj nivoa
i odnosa ovih CD4" subpopulacija T limfocita mogao biti marker rizika za ispoljavanje T1D. U
okviru ovog rada, komplementarna istrazivanja su pokazala da je u PR pacijenata sa T1D, rizik
za ispoljavanje T1D, znaCajno povezan sa predominacijom proinflamatornog Thl i supresijom
antiinflamatornog Th2 imunskog odgovora, uz defekte u broju regulatornih supresorskih T
limfocita, Sto ukazuje na dinamican, kompleksan 1 viSestruki poremecaj na nivou odnosa
razli¢itih imunskih mehanizama koji bi mogao biti u osnovi razvoja T1D.

Istovremeno, u ovom radu je pokazano da, u pacijenata sa N-T1D, ispoljavanje ali ne i
klini¢ki tok bolesti, moze biti modulirano na nivou CXCR3" Thl i CCR4" Th2 subpopulacija
memorijskih T limfocita, odrazavaju¢i najverovatnije njihovu regrutaciju u inflamirana

pankreasna ostrvca. Takode, sniZenje nivoa CD4"CD25"€"

T reg subpopulacije limfocita, bilo
je praceno znacajnim iscrpljivanjem njihovog funkcionalnog kapaciteta, u pacijenata sa NT1D
na pocetku bolesti. Dodatno, u radu je ukazano da su promene dominantno u nivou insulinske
sekrecije a ne insulinske senzitivnosti povezane sa stanjem povecanog rizika za ispoljavanje
T1D.

U literaturi postoje brojni podaci koji se odnose na istu oblast istrazivanja, pa ¢e
dobijeni rezultati biti diskutovani u svetlu prethodnih saznanja.

Prethodne studije su pokazale da se u PR pacijenata sa T1D mogu detektovati
prvenstveno promene u humoralnom imunitetu (231,232). U tom smislu je rizik za oboljevanje
od TID u PR izrazavan prisustvom jednog ili viSe autoantitela u serumu. U dosadasnjim
studijama je u zdravih PR pacijenata sa T1D registrovana 1 povecana reaktivnost T celija na
antigene ostrvaca pankreasa kao i abnormalnosti limfocitnih subsetova u perifernoj krvi (233).

Medutim, analiza defekata celularnog imuniteta u smislu poremeéaja na nivou CD4"

subpopulacija T limfocita, povezanost sa poremecajima humoralnih markera celularnog
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imuniteta, kao 1 korelacija sa rizikom za ispoljavanje T1D, definisanim standardnim
imunoloskim markerima rizika, u PR pacijenata sa T1D do sada nije u detaljnije ispitivana.

U nameri da se analizira povezanost poremecaja subpopulacija CD4" T ¢elija, i rizika za
ispoljavanje T1D, u radu je odredivan nivo subpopulacija CD4" T limfocita i to Thl, Th2 i T
reg subpopulacije T limfocita u PR pacijenata sa T1D. U tom smislu, u radu je analiziran
ukupan broj induktorskih (CD4") i supresorskih/citotoksiénih (CD8") T limfocita, a zatim i broj
limfocita tri subpopulacije T ¢elija i to CXCR3'CD4 CD45R0O", CCR4'CD4 CD45RO" i
CD4"CD25"#" limfocita u okviru subpopulacije CD4" limfocita.

Analiza je uradena u uzorcima heparizirane periferne venske krvi, primenom metode
cetvorobojne imunofluorescencije uz koris¢enje obelezenih humanih monoklonskih antitela za
specificno  bojenje  povrSinskih  markera  pojedinih  subpopulacija.  Specificna
imunofluorescencija u ispitivanim uzorcima je detektovana metodom protocne
citofluorometrije.

Prethodni rezultati su pokazali da pojava i tok T1D mogu biti determinisani odnosom
imunoregulatornih  CD4" i CD8" T limfocita (37,39). Imunohistohemijska analiza
inflamatornog infiltrata pankreasnih ostrvaca pacijenata sa N-T1D ukazala je na dominaciju
CDS8" T limfocita u infiltratu (3), dok su u pacijenata sa latentnim autoimunim dijabetesom,
imunohistohemijskom analizom insulitisa detektovani predominantno CD4" T limfociti.
Istovremeno, u infiltratu su obavezno prisutni CD45" limfociti, u veéem broju i makrofazi,
manje B limfociti ali 1 iznenaduju¢e malo T reg celija (3,234). Medutim, nivo ovih
subpopulacija T limfocita na periferiji, odnosno u perifernoj krvi PR pacijenata sa TID i
pacijenata sa N-T1D do sada nije detaljnije proucavan.

Kada je u na$em radu, analiziran ukupan broj CD4", CD8" i CD45RO" T limfocita, nisu
utvrdene znacajne razlike u PR pacijenata sa T1D u odnosu na zdrave, pacijente sa N-T1D, u
IZS ni u KR bolesti (Grafikon 3,4,5).

Medutim, rezultati ranijih studija sugerisali su postojanje abnormalnosti limfocitnih
subpopulacija u perifernoj krvi zdravih PR pacijenata sa T1D, ukazujuéi na snizene ali i
povisene nivoe CD4" i CD8" T limfocita (37,108). Istovremeno, u PR je registrovana znacajna
prekomerna ekspresija CD45RO “memorijskog” ¢elijskog markera ali i CD45RA “naivnog”
¢elijskog markera, kao 1 poremecaji u broju T reg ¢elija (31,109).

Nasuprot ovim novijim saznanjima, podaci iz ranijih studija sprovedenih u pacijenata sa
T1D, su ukazali da je broj CD4" i odnos CD4"/CD8" T ¢elija poveéan u ovih pacijenata (235).
Medutim u nekim novijim radovima pokazano je upravo suprotno, odnosno da je smanjen broj

CD4" i odnos CD4"/CD8" T ¢elija u pacijenata sa N-T1D (236). Ipak, rezultati najveceg broja
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radova u kojima je analiziran ukupan broj CD4" odnosno CDS8" T limfocita u adekvatno
selektiranoj grupi pacijenata sa N-T1D nisu mogli da potvrde zna¢ajne promene u odnosu ovih
subpopulacija u poredenju sa zdravim ispitanicama, kako u pogledu broja, tako i u pogledu
odnosa ispitivanih subpopulacija, §to je u saglasnosti i sa podacima dobijenim u ovom radu
(237).

Kako na nivou ukupnog broja CD4" odnosno CD8" T limfocita u perifernoj krvi nisu
utvrdene znacajne promene koje bi mogle posredovati u destrukciji beta Celije, a u svetlu
podataka drugih autora koji su ukazivali na zna¢ajne promene upravo na nivou subsetova CD4"
T ¢elija (235,238), u ovom radu je analiziran broj ¢elija tri subpopulacije, Th1, definisane preko
ekspresije hemokinskog receptora CXCR3; Th2, definisane preko ekspresije hemokinskog
receptora CCR4 i T reg, definisane preko intenzivne ekspresije CD25", na memorijskim T
limfocitima u perifernoj krvi PR pacijenata sa T1D. Istovremeno, odreden je nivo cirkuliSu¢ih
hemokina: IP-10, Thl tipa hemokina i liganda za CXCR3 receptor; TARC, Th2 tipa hemokina i
liganda za CCR4 receptor; i antiiflamatornog citokina TGFp, markera funkcionalnosti T reg
subpopulacije. U prethodnim radovima ukazano je da ove tri subpopulacije, svoje efekte
ostvaruju razli¢itim mehanizmima. Naime, rezultati brojnih studija su pokazali da znacajan broj
izolovanih cirkulisu¢éih CXCR3" i CCR4" T ¢elija sekretuje Thl (IFNy) odnosno Th2
(IL4,ILS5,IL13) tip citokina, §to je u osnovi shvatanja da ova dva povrSinska molekula
predstavljaju validne celijske povrSinske markere za fenotipsko definisanje Thl i Th2
subpopulacije (239, 117, 240).

Sa druge strane, smatra se da se u okviru CD4" T limfocita, na osnovu ekspresije jedne
od dve izoforme CD45 molekula, mogu definisati 2 subpopulacije, naivne i/ili efektorske
CD45RA", koje nisu bile u kontaktu sa antigenom i memorijske CD45RO" éelije, koje su bile u
kontaktu sa antigenom (241).

U tom smislu, u veéini studija u in vitro uslovima karakteristike ekspresije hemokinskih
receptora su ispitivane na memorijskim CD4 CD45RO" T limfocitima, pa je to bilo u osnovi
nase odluke da nivo ekspresije ispitivanih hemokinskih receptora u perifernoj krvi odredujemo
upravo na memorijskim T limfocitima (117,135, 156).

U naSem radu je pokazano da je u PR pacijenata sa TID nezavisno od prisustva
autoantitela GAD 1 IA2, nivo memorijskih T limfocita koji eksprimiraju CXCR3, Thl
hemokinski receptor, kao i intenzitet fluorescence ovog receptora, bio znac¢ajno visi u poredenju
sa pacijentima sa N-T1D u IZS i KR. Istovremeno, vrPR su imali najvisi nivo CXCR3"
memorijskih T limfocita, u poredenju sa nrPR, pacijentima sa N-T1D u IZS 1 KR, i1 kontrolnim

ispitanicama (Grafikoni 6-9).
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U tom smislu, u nasem istrazivanju je ukazano na dominaciju Th-1 odgovora u vrPR
pacijenata sa T1D, $to je u saglasnosti sa rezultatima opisanim u literaturi (242, 243).

Medutim, do sada su u prethodnim radovima retko publikovani podaci vezani za nivo
ekspresije hemokinskih receptora na CD4" T limfocitima u osoba sa predijabetesom. Prakti¢no,
u jedinoj studiji koja je obuhvatila osobe sa predijabetesom, pokazano je smanjenje nivoa Thl
tipa hemokinskih receptora CXCR3 na CD3" i CD4" limfocitima periferne krvi, u obe
ispitivane grupe (244). U poredenju sa naSim istrazivanjem, postoje znacajne razlike
prvenstveno u izboru ucesnika i primenjenoj metodologiji. Naime, u ovoj studiji ispitivani su
pacijenti pedijatrijskog uzrasta, dok je naSa studija radena u adultnoj populaciji. Takode, oni
nisu pratili osobe sa predijabetesom u periodu duzem od 12 meseci pre ispoljavanja T1D, kada
bi intenzitet Thl posredovanog autoimunskog odgovora mogao biti intenzivniji (89).
Istovremeno, u ovoj studiji pracene su samo 2 osobe, a dijagnoza predijabetesa nije jasno
definisana. Sa druge strane, detekcija hemokinskih receptora u opisanoj studiji radena je
metodom trobojne imunofluorescencije u okviru kulture mononukleara dobijenih separacijom
na fikolnom gradijentu, a u nasoj studiji, detekcija ekspresije ovih receptora na memorijskim T
limfocitima urasena je metodom cetvorobojne imunofluorescencije u uzorcima heparinizirane
pune krvi.

Takode, nivo CXCR3" memorijskih T limfocita u pacijenata sa N-T1D u IZS, kao i
intenzitet fluorescence ovog receptora, bio je znac¢ajno nizi u odnosu na kontrolne ispitanike i
nije se znacajno razlikovao u poredenju sa nivoom utvrdenim u pacijenata sa N-T1D u KR
bolesti (Grafikoni 6,8).

Nasi rezultati koji ukazuju na pad nivoa CXCR3" memorijskih Thl subpopulacija,
reflektujuéi najverovatnije njihovu migraciju i regrutaciju u inflamirana pankreasna ostrvca, su
u saglasnosti sa nalazima u pacijenata sa T1D, publikovanim u okviru prethodnih istrazivanja
(237,244, 245).

U nedavno objavljenoj studiji, u pacijenata sa T1D i Grejvsovom boles¢u, radenoj
takode na uzorcima pune krvi, pokazano je prvo smanjenje, a zatim u dalje toku pracenja blagi
porast odnosa ekspresije CXCR3/CCR4 hemokinskih receptora na CD4" T éelijama (246).

Interesantni su i1 podaci publikovane studije, u kojoj su odredivani nivoi ovih
hemokinskih receptora i fenotipske razlike na CD4" i CD8" T limfocitima u pedijatrijskoj
populaciji, metodom ¢etvorobojne imunofluorescencije u kulturi perifenih mononukleara (337).
Rezultati ove studije su pokazali smanjenu ekspresiju Thl receptora na cirkuliSu¢im T helper
CD4" ali ne i na T citotoksi¢nim CDS8" éelijama u pacijenata sa T1D, §to bi moglo sugerisati

postojanje suboptimalne helperske funkcije pri klini¢koj manifestaciji T1D (337).
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Takode, u nasoj studiji u pacijenata sa T1D stanju KR, registrovali smo blag porast
nivoa CXCR3" memorijskih T limfocita, $to je u saglasnosti sa nalazima drugih studija
(245,246). Nasuprot tome, rezultati Finske studije (237) ukazuju na perzistiranje niske
ekspresije Th1 hemokinskih receptora, i 18 meseci nakon klinicke manifestacije T1D. Naime,
smatra se da progresija T1D ima za posledicu destrukciju veéine ostrvaca pankreasnih 3 ¢elija
sa sledstvenim smanjivanjem otpusStanja autoantigena iz inflamatornog zariSta, (247) a
smanjena prezentacija autoantigena smanjuje i obim T Ccelijskog infiltrata u pankreasu 1
intenzitet autoimunskog odgovora.

U naSem istrazivanju, uzorke venske krvi za odredivanje ekspresije hemokinskih
receptora u pacijenata sa N-T1D, smo uzimali isklju¢ivo u uslovima optimalne glikoregulacije
naste, ¢ime smo eliminisali efekte hiperglikemije na broj limfocita 1 redistribuciju limfocitnih
subsetova (248). Takode, u prethodnoj studiji je pokazano da redukcija broja CXCR3 receptora
na CD3" ¢elijama u TID nije posledica metaboli¢kih poremeéaja u vreme postavljanja
dijagnoze, niti je vezana za odredenu genetsku predispoziciju (244). Naime, u pacijenata sa
novootkrivenim tipom 2 dijabetesa sa slicnom, loSom, metabolickom kontrolom, nije
registrovano smanjenje ekspresije hemokinskih receptora u poredenju sa zdravim ispitanicima.

Istovremeno, iz istrazivanja smo iskljucili ispitanike sa infekcijama, imajuci u vidu da
prisustvo infekcije moze doprineti fluktuacijama u nivou ekspresije hemokinskih receptora.

Najvece ogranicenje studija u T1D u humanoj opulaciji je limitiranost na perifernu krv,
Sto prakticno ostavlja mesta samo za prepostavke o prirodi autoimunskog procesa u samom
pankreasu. Moguée objasnjenje za smanjenje broja CD4" éelija koje eksprimiraju Thl tip
hemokinskih receptora je postojanje selektivne regrutacije Thl ¢elija u pankreas (137,244,249),
ili nishodna regulacija ovih receptora putem hemokina (250).

Istovremeno, studije radene na animalnim modelima, ali 1 u humanim bioptatima, su
pokazale istu shemu, tj. smanjenje nivoa CXCR3 i CCRS, Thl hemokinskih receptora u
perifernoj krvi zajedno sa porastom ekspresije ovih receptora na T ¢elijama u pankreasnim
ostrvcima (251,252), sugeriSuc¢i da su ovi receptori kljuéni medijatori kretanja patogenih T
¢elija ka inflamiranom tkivu i da imaju znacajnu ulogu u destruktivnom insulitisu (117,156).

Takode, pokazano je da u autoimunom ataku u multipnoj sklerozi postoji znacajno
poveéanje broja CCR5" i CXCR3" T limfocita u cerebrospinalnoj teénosti (150,253-254) a
slican nalaz je opisan u sinovijalnoj tecnosti u pacijenata sa razli¢itim formama artritisa (255).

Medutim, u studiji japanskih autora prezentovani su zanimljivi podaci koji nisu u
potpunosti u saglasnosti sa rezultatima naSeg istrazivanja, ali su neophodna dalje istrazivanja u

smislu pazljivog pracenja nivoa CXCR3" T ¢elija na pocetku klini¢ke manifestacije T1D.
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Naime, pokazana je razli¢ita (256) ekspresija CXCR3 na CD4" T éelijama u pacijenata T1D, u
zavisnosti od metabolickog statusa na samom pocetku bolesti. U tom smislu je, fulminantni
T1D, pracen teSkim metabolickim poremecajima, ketoacidozom, bio udruzen sa znacajnim
smanjenjem nivoa Th1-asociranih hemokinskih receptora CXCR3 i CCRS5 na CD4" T ¢elijama,
dok je klini¢ki fenotip tipi¢no sporijeg pocetka T1D, pracenog samo ketozom, bio udruzen sa
porastom nivoa T <¢elija koje eksprimiraju ove hemokinske receptore, u poredenju sa
kontrolom. Autori su smatrali da je rezultat visoke ekspresije CXCR3 u pacijenata sa tipicnim
poCetkom T1D sugerisao da je CXCR3 stabilan Thl marker, tipi¢an za T1D, odnosno Thl
posredovanu bolest (256).

Sa druge strane, prethodna istrazivanja su sugerisala povisenu ekspresiju CXCR3 na
CD41oCD40" T memorijskim ¢elijama, jedinstvenoj T éelijskoj subpopulaciji, koja je bila
ekspandirana u T1D (257), §to je u suprotnosti sa naSim nalazima. Ipak, precizna uloga CD4lo
T subpopulacije u T1D nije u potpunosti razjaSnjena, imajuc¢i u vidu da su publikovani podaci
koji su opisali CD4loCD40" T éelijsku subpopulaciju kao izuzetno dijabetogenu (258), ali i
podaci koji su ukazali da je CD4hi fenotip karakteristika mnogih dijabetogenih T c¢elija
(259,260). Medutim, mi smo detektovali veoma niske nivoe CD4lo subpopulacija u
limfocitnom gejtu kao i medu CD4" T éelijama. U tom kontekstu, sve nase analize smo bazirali
na CD4hi odnosno na CD4'CD45RO" T éelijama, upravo da bi izbegli precenjivanje efekta
CD4lo subpopulacije na finalne rezultate. Istovremeno, u nasem istrazivanju, nismo odredivali
ekspresiju CD40 markera, pa je bilo nemoguce uporediti naSe nalaze sa nalazima prethodne
studije koja ga je odredivala. Takode, za razliku od te studije, mi smo u istrazivanje ukljucili
homogenu grupu isklju¢ivo N-T1D, u cilju eliminacije efekata insulinske terapije i duZine
trajanja bolesti na naSe rezultate.

U naSem radu, nivo memorijskih T limfocita koji eksprimiraju CCR4, Th2 hemokinski
receptor, kao 1 intenzitet fluorescence CCR4, u PR pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva
autoantitela GAD 1 [A2, je bio znacajno viSi u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS.
(Grafikon 11,13). Medutim, nivo CCR4" memorijskih T limfocita i intenzitet fluorescence ovog
receptora u vrPR bio je znacajno manji u poredenju sa nrPR 1 kontrolnim ispitanicima, a nije se
znaajno razlikovao od nivoa detektovanog u pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR (Grafikon
12,14). Sa druge strane, nivo CCR4" memorijskih T limfocita i intenzitet fluorescence CCR4 u
pacijenata sa N-T1D u IZS, bio je znacajno nizi u odnosu na kontrolne ispitanike i slican nivou
utvrdenom u pacijenata u KR bolesti (Grafikon 11,13).

U dosadasnjoj literaturi, prema naSim saznanjima, do sada nije odredivana ekspresija

CCR4" receptora na T limfocitima u PR pacijenata sa T1D, ve¢ samo u pacijenata sa N-T1D. U
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tom smislu, pokazano je smanjenje ekspresije Th2 tipa hemokinskog receptora CCR4 u
pacijenata sa N-T1D na pocetku bolesti, a u daljem toku bolesti registrovan je blag porast broja
ovih ¢elija, Sto je u saglasnosti sa nalazima dobijenim u nasem istrazivanju (244). Istovremeno,
nedavno je pokazan nizi nivo CCR4" T éelija i iRNA za CCR4 u novorodencadi sa visokim
genetskim rizikom za ispoljavanje T1D (261).

Sa druge strane, rezultati studije radene u pacijenata sa atopijskim dermatitisom (AD),
Th2 posredovanim autoimunskim oboljenjem koZe, su pokazali da u pacijenata sa AD postoji
poviSena ekspresija CCR4 hemokinskog receptora na memorijskim T limfocitima, kao i
povezanost nivoa CCR4" T éelija i Th2 citokina. Autori smatraju se da je moguce da porast
broja CCR4" T éelija u cirkulaciji pacijenata sa AD odrazava ekspanziju te T Gelijske
populacije, a ne regrutaciju u vaskularni odeljak (239).

Rezultati brojnih, veé¢inom eksperimentalnih studija, su pokazali (117,239,240) da
znacajan broj izolovanih cirkulisu¢ih CXCR3" i CCR4" T ¢éelija, sekretuje Th1 (IFNy) odnosno
Th2 (IL4,IL5,IL13) tip citokina, $to je u osnovi shvatanja da su ova dva antigena validni
povrsinski ¢elijski markeri. Sa druge strane postoje i stavovi da ovi receptori nisu striktno
vezani za odredenje subsetove, odnosno da ne postoji jasna CXCR3/Thl i CCR4/Th2
asocijacija (119,156). Naime, potvrdeno je postojanje programa za eksresiju hemokinskih
receptora tokom razvoja Thl i Th2 ¢elija (132). Ipak, ovi programi su fleksibilni a mehanizmi
za njihovu aktivaciju su i dalje nepoznati u najvecoj meri. Upravo zbog toga, savetuje se
opreznost u interpretaciji ekspresije hemokinskih receptora kao surogat markera za odredeni tip
efektornog odgovora.

U tom smislu su nalazi drugih studija (156,262) pokazali da CCR4" memorijske T Celije
mogu koeksprimirati Thl tip hemokinskih receptora, kao i da mogu produkovati Th1 tip pored
Th2 tipa citokina, $to je sve zajedno sugerisalo postojanje potencijalnih problema vezanih za
koriS¢enje ovih markera za fenotipizaciju Th2 ¢elija. Istovremeno, pokazano je da T celije
koze, koje eksprimiraju kozni limfocitni antigen (cutaneous lymphocyte—associated antigen-
CLA), mogu produkovati oba citokina i IFN-y i IL-4, a ipak, viSe od 95% ovih ¢elija
eksprimira visoke nivoe CCR4 markera (262). Takode, znacajan broj ¢elija koje eksprimiraju
CLA koeksprimiraju CCR4 1 Thl-asocirane receptore, CXCR3 (35%) 1 CCRS (50%). Takode,
pokazano je 1 (263) odsustvo korelacije izmedu ekspresije hemokinskih receptora i Th1/Th2
citokinske produkcije od strane individualnih memorijskih ¢elija. Smatra se da razlike u ovim
nalazima mogu biti posledica razlika u regulaciji hemokinskih receptora i produkcije citokina u

razli¢itim uslovima, sa 1 bez hroni¢ne inflamacije (264). Ovakvi rezultati ukazuju na
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kompleksnost ekspresije CCR4 na T ¢elijskim subsetovima, a uloga CCR4 u fizioloskim i
patofizioloskim migracijama T ¢elija in vivo, jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjena.

Istovremeno, u prethodnim radovima je opisana moguéa dvojna uloga CCR4"™ T
limfocita 1 u patogenezi T1D. Naime, i pored dokaza da ovaj marker definiSe Th2
subpopulaciju CD4" T ¢elija, koja ima protektivan karakter u patogenezi T1D, publikovan je i
nalaz koji ukazuje na prodijabetogeni profil ove subpopulacije.

U tom smislu, rezultati studije Kim i saradnika (265) su pokazali da CCR4" T ¢éelije
predstavljaju kljucni faktor u olakSavanju migracije patogenih T ¢elijskih populacija, odnosno
antigen specificnih memorijskih T ¢elija, ka pankreasnim ostrvcima kao i tkivno specifi¢noj
akumulaciji APC.

Naime, utvrdeno je na animalnom modelu, da je CCR4" patogena T ¢elijska populacija
ekstenzivno ekspandirana u sekundarnim limfnim organima tokom progresije autoimunog
procesa u dijabetesu, $to ukazuje da su to mesta za pocetnu in vivo ekspanziju dijabetogene T
¢elijske populacije, odakle kre¢e dalja infiltriracija ciljnih ostrvaca. Prethodno je pokazano da
uprkos postojanju ekstenzivnog insulitisa, intaktne B ¢elije mogu perzistirati duzi vremenski
period, bez klinickog ispoljavanja T1D, $to ukazuje na odsustvo jednakosti izmedu pojmova
dijabetes i insulitis. Molekularni mehanizmi i faktori koji su u osnovi prelaska pasivnog
insulitisa u klini¢ki manifestni T1D i dalje nisu u potpunosti razjas$njeni (266). U ovoj studiji je
pokazan porast broja CCR4™€"™ T éelija u slezini NOD misa koji je razvio T1D u poredenju sa
predijabeticnim miSom, S$to ukazuje da je progresija bolesti povezana sa sticanjem patogenog
potencijala CCR4"™ populacije, koja kontrolide prelazak od insulitisa do manifestnog T1D
kroz sticanje novih efektornih karakteristika.

Poznato je da hemokini produkovani u mestu inflamacije igraju glavnu ulogu u
regrutaciji odredenog celijskog tipa. S obzirom da je ekspresija liganda za CCR4, TARC,
detektovana u okviru infiltrisanih ostrvaca u animalnom modelu sa predijabetesom i da
ekspresija. MDC u pankreasu izaziva intenzivno regrutovanje CCR4" ¢elija i ubrzava
ispoljavanje bolesti, pretpostavlja se da TARC ili MDC jesu inicijalni signali i modulatori za
regrutovanje 1 odrZzavanje antigen-specificne T ¢elijske populacije (267,268). Pokazano je da su
MDC (269,270) i TARC (271) konstitutivno eksprimirani na dendriti¢nim ¢elijama limfnog
¢vora. U tom smislu, TARC ili MDC mogu imati dvojnu ulogu u nelimfoidnim i limfoidnim
organima: inflamatornu, kada se produkuju u ciljnim organima i regulatornu, u regulaciji
interéelijskih interakcija u sekundarnim limfoidnim organima. Poznato je da CCR4" T éelije
pokazuju znacCajan kapacitet za naseljavanje ciljnih organa, u osnovi kojeg je hiperekspresija

adhezionih/aktivacionih molekula (ICAM-1, MHC klase I, CD95 i CD44) na njihovoj povrsini.
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Istovremeno, CCR4" T ¢elije zahtevaju &vrst kontakt sa APC radi dostizanja efektornog Thl
fenotipa, Sto implicira postojanje inflamatorne kaskade u dijabetogenom pankreasu. Takode,
pojacana regrutacija CCR4" T ¢elija i APC preko ekspresije liganda MDC, ima za posledicu
progresiju razvoja bolesti. Istovremeno, pokazano je i1 da inhibicija MDC molekula redukuje
stepen insulitisa i progresiju T1D preko smanjenja broja CCR4" T éelija (264). Akumulisane
CCR4" T ¢éelije sekretuju veliki broj “inflamatornih” hemokina (272), posebno MCP-1 (273),
Sto dalje povecava inflamatorni infiltrat u pankreasnim ostrvcima.

U tom smislu se zakljuéuje da CCR4" éelije poseduju potencijal da izazovu bolest koji
je zasnovan na jacanju migratornih kapaciteta patogenih T Celija i sposobnosti da uspostave
snazan kontakt izmedu T ¢elija i APC.

Medutim u opisanoj studiji postoje i izvesna ogranicenja (265). Prvo, blokiranjem MDC
nije postignuto potpuno zaustavljanje progresije T1D, odnosno prevencija T1D. Ovakav nalaz
moze biti posledica aktivnosti drugih liganada CCR4 receptora, poput TARC. Nemoguénost da
agensi prekinu ovaj proces na lokalnom nivou (tj. u pankreasnim ostrvcima) ogranicila je
terapeutski potencijal ovih nalaza. Uprkos opreznosti koja postoji u vezi sa terapeutskim
potencijalom, rezultati su znacajni za strategije prevencije bolesti. Kljucna karika koja
nedostaje da bi bolest bila prevenirana, jeste da terapijska metoda koja bi morala da bude
bezbedna i efikasna, sposobna da prekine autoimuni proces u osoba sa visokim rizikom za
razvoj bolesti. Teoretski, migracija perifernih T ¢elija u pankreasna ostrvca (proces koji se
odigrava nekoliko meseci ili godina pre znacajnije destrukcije mase 3 ¢elija) moze biti sprecena
ciljanom eliminacijom CCR4" T ¢éelija.

U nameri da analiziramo odnose tri subpopulacije u perifernoj krvi, u nasem

high T Jimfocita.

istrazivanju smo odredivali i nivo T reg, odnosno CD4'CD25

S obzirom da se CD25 antigen, a lanac receptora za IL-2, eksprimira na obe aktivirane,
efektornoj i regulatornoj subpopulaciji T éelija, CD4 CD25" populacija éelija je veoma
heterogena i u svakom trenutku sadrzi balans izmedu dva razlicita tipa celija. U okviru nase
studije, da bi umanjili mogu¢nost da nedavno aktivirane T ¢elije, veliki blasti, koje eksprimiraju
CD25 antigen budu pogresno interpretirane kao regulatorne ¢elije, podesili smo uzak limfocitni
gejt, Sto ipak ne iskljucuje nedavno aktivirane ¢elije definisane drugim markerima celularne
aktivacije. U naSem istraZivanju smo koristili CD25"¢" marker radi definisanja T reg
subpopulacije metodom merenja srednjeg intenziteta fluorescence CD25 markera na vrhu 5%

od CD4°CD25" T éelija, odnosno analizirali smo 5% CD4'CD25" T ¢elija sa najintenzivnijim

intenzitetom fluorescence.

107



Diskusija

Nasi rezultati su pokazali da u PR pacijenata sa T1D, nije bilo znacajne razlike u nivou
CD4'CD25"e" limfocita, regulatorne supresorske subpopulacije T ¢elija, u odnosu na pacijente
sa N-T1D u IZS 1 KR bolesti i kontrolne ispitanike. Istovremeno, u vrPR nivo CD4'CD25"eh T
limfocita je bio znacajno manji u odnosu na nrPR i kontrolne ispitanike, i slican nivou
utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR (Grafikoni 16-19).

Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima studija u kojima je utvrden smanjen broj
regulatornih supresorskih subpopulacija T ¢celija u vrPR (109,274,275). Istovremeno,
interesantni podaci su publikovani u prospektivnoj studiji o PR pedijatrijskog uzrasta, u kojih
su odredivane 2 subpopulacije T reg, CD4'CD25" T éelije i NKT ¢elije (274). Testirani rodaci
su stratifikovani na osnovu genetskog rizika za ispoljavanje T1D. Rodaci sa rizi¢nim
genotipom (DQA1*05, DQB1*0201, DQB1*0302) su imali znadajno manji broj CD4'CD25" T
¢elija u poredenju sa starosno uskladenim zdravim ispitanicima ili rodacima koji su bili nosioci
genotipa sa niskim rizikom (DQB1*0301, DQB1*0603, DQB1*0602). U ovoj studiji je
pokazano da je veéi genetski rizik za ispoljavanje T1D povezan sa manjim brojem CD4 CD25"
Tregs, a razlika je najviSe izrazena u subpopulaciji CD4'CD25"en ¢elija, koja obuhvata celije sa
najjacom supresorskom aktivnoscu.

Istovremeno, u okviru druge studije ispitivana Treg subpopulacija u rodaka sa visokim
rizikom za ispoljavanje T1D, definisanim na osnovu HLA genotipizacije, a kao markeri za
detekciju T reg sem CD 25 koriS¢eni su i novi markeri, FoxP3 i CD127 (276).

U tom smislu, analiza FOXP3 metodom proto¢ne citometrije, u zdravih ispitanika, je
pokazala da se FOXP3" ¢elije predominantno detektuju u okviru CD4'CD25" T-éelijskog
kvadranta (277). Naime, u prethodnom periodu su u cilju veée preciznosti u fenotipskom
definisanju CD4'CD25" T reg subpopulacije, prezentovani i novi fenotipski markeri.
(183,277,278). Nedavno je pokazano da su regulatorne funkcije CD4" T éelija povezane sa
intracelularnim prisustvom FoxP3 molekula (279, 280) kao i1 sa novim povrSinskim markerom
CD127 (200,201). U tom kontekstu, ranije je pokazano da je nivo FoxP3 ekspresije korelirao sa
supresivnim sposobnostima T reg (201,280), mada je bilo i rezultata koji su ukazivali da broj
FOXP3" T ¢elija detektovan u perifernoj krvi, ipak ne diktira stepen in vitro supresije (277).
Istovremeno je u 2 nedavno zavrSene studije marker CD127 (200, 201) povezan sa ekspresijom
FOXP3, imajuéi u vidu da su FOXP3" éelije bile CD127" ili CD127"", dok su CD25" éelije bile
manje restrihovane njegovom eskpresijom.

Rezultati studije su pokazali da je ekspresija CD 127 markera snizena u vrPR, dok je
FoxP3" marker pokazao sli¢an trend, ali bez statistickog zna¢aja (276). Ovakav nalaz mogao bi

biti posledica ¢injenice da nemaju sve FoxP3" i CDI127 T éelije regulatorne sposobnosti.
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Takode, regulatorna aktivnost moze zavisiti od nivoa ekspresije FoxP3 u okviru ¢elije kao i1 od
izoformi ovog proteina (200).

U celini, rezultati brojnih studija su pokazali smanjen broj Treg u PR pacijenata sa T1D
(109,281), ali su zabeleZeni i suprotni rezultati (212, 282,283).

U studiji koja je obuhvatala pacijente sa NT1D u pedijatrijskom uzrastu, nedijabeti¢are
sa prisutnim autoantitelima i kontrolne ispitanike, starosno i HLA uskladene, registrovan je
znac¢ajno visi nivo CD4'CD25"HLADR i CD4'CD25'CD69 kod dece koja su bila pozitivna
na 3 ili 4 antitela u poredenju sa kontrolom, a broj NKT ¢elija se nije razikovao, $to implicira
intenziviranje regulatornog imunog odgovora tokom preklinicke faze T1D (284). Medutim,
ovakav nalaz je najverovatnije posledica uticaja uzrasta na broj CD25'FOXP3™ T-éelija, s
obzirom da su grupu rodaka Cinile osobe starijeg uzrasta u odnosu na druge grupe.

Naime, prethodno je pokazano da broj CD4" T ¢éelija koje eksprimiraju niske do
umerene nivoe CD25 raste sa starosnom dobi ispitanika a utvrdena je i znacajna korelacija
izmedu CD4'CD25'FOXP3™ T éelija i starosne dobi, §to implicira da ova subpopulacija
korespondira sa CD4'CD25™ T ¢elijskom subpopulacijom. Nasuprot tome, ucestalost
CD4'CD25 FOXP3" T ¢elija ne zavisi od starosne dobi. Rezultati ove studije su pokazali da se
frekvenca Tregs definisana preko frekvence FOXP3" ili CD25'FOXP3" T ¢elija nije znacajno
razlikovala kao funkcija T1D, i to kako stanja, tako i rizika za oboljenje (212) .

Faktori koji mogu biti u osnovi zapazenih razlika u broju ¢elija ovog regulatornog
supresorskog subseta u razli¢itim studijama su jednim delom posledica kako genetske tako i
imunoloSke heterogenosti ispitivane populacije u stanju predijabetesa, kao i primenjenih
postupaka u smislu definisanja T reg, podgrupa CD25" éelija prema intenzitetu fluorescencije
ali 1 primenom razli¢itih povrSinskih markera, kao i ¢injenice da je za analiziranje broja celija
ovog regulatornog subseta neophodno evaluirati i druge parametare koji mogu uticati na
dobijene rezultate, poput duzine trajanja bolesti i uskladivanja ispitanika prema starosnoj dobi 1
HLA haplotipu zdrave kontrolne populacije. Takode, razli¢iti nalazi u literaturi o broju T reg
mogu biti posledica i ¢injenice da su se dosadasnja istrazivanja sprovodila u uzorcima periferne
krvi, pa u tom smislu ne moraju reflektovati T celijski repertoar na mestu inflamacije (tj.
pankreas i pankreasni limfni ¢vorovi).

Nase istrazivanje je pokazalo niZe nivoe CD4 CD25""

u pacijenata sa NT1D u IZS i
KR u odnosu na zdrave ispitanike, mada bez dostizanja statisticke znacajnosti (Grafikon 16),
Sto je u saglasnosti sa rezultatima vecine studija publikovanih iz ove oblasti.

U tom smislu, (278) prvo su publikovani rezultati 4 studija koje su analizirale ulogu

CD4'CD25" Treg u pacijenata sa TID (New York (109), Denver (285), London (283) i
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Gainsville (212)). U okviru Njujorske studije je pokazano postojanje znacajno nizeg nivoa T
reg u pacijenta sa NT1D i T1D duzeg trajanja, u poredenju sa zdravom kontrolom. Sa druge
strane, rezultati 3 druge studije su pokazali odsustvo znacajne razlike u broju ovih ¢elija izmedu
pacijenata sa T1D i zdravih kontrola: u Denver i London studiji pacijenti sa TID su imali
neznacajno vise a u Gainesville studiji niZe nivoe CD4 CD25" Treg u poredenju sa kontrolom.
U studijama su koris¢eni razli¢iti kriterijumi za definisanje CD4'CD25" T éelija sa
regulatornim potencijalom: izotipska kontrola; definisanje CD25"eh populacije na osnovu
intenziteta apsolutnog bojenja; ¢elije koje eksprimiraju nivo CD25 visi od onog opserviranog
na CD3'CD4 " limfocitima ili ¢elijama koje eksprimiraju nesto nize nivoe CD4, kao i metoda
koja je usmerena da definiSe razlike u koli¢ini CD25 koja se eksprimira (merena kao srednji
intenzitet fluorescence) na vrhu 5%, 2%, 1%, i 0.5% od CD4'CD25" T éelija.

U naSem istrazivanju koristili smo metodu merenja srednjeg intenziteta fluorescence CD
25 markera na vrhu 5% od CD4'CD25" T éelija.

U Njujorskoj studiji, u kojoj je registrovano smanjenje broja Treg u pacijenata sa N-
T1D u poredenju sa kontrolom, ali nije precizno naveden metodoloski pristup, Sto otezava
poredenje sa drugim studijama. Ipak, u Denver, London i Gainesville studiji koriS¢ena
metodologija 1 strategija "gejtovanja" jasno je definisana i nijedna od njih nije utvrdila
postojanje razlike u broju CD4°CD25" ¢elija izmedu T1D pacijenata i kontrola. Takode,
Njujork studija je obuhvatala dve grupe, pacijente sa NTID i T1D duzeg trajanja, dok je
Denver studija obuhvatala samo pacijente sa T1D duzeg trajanja a u London studiji su ukljuceni
samo pacijenti sa NT1D. Gainesville studija je obuhvatala najveci broj pacijenata sa TI1D i to
obe grupe, pa se u tom smislu ne moze re¢i da razlika izmedu Njujorske i drugih studija lezi u
izboru ciljne grupe koja je ispitivana. Pri ispitivanju nivoa ove subpopulacije grupe ispitanika
moraju biti uskladene po starosnoj dobi (tj. znadajno manji broj CD25" T ¢éelija opserviran u
Njujork studiji kod pacijenata sa NT1D moze se objasniti poredenjem sa starijom kontrolnom
grupom u kojoj su nivoi visi zbog starijeg zivotnog doba).

U ovoj studiji registrovan je znacajno niZi procenat CD4'CD25"e"

¢elija u perifernoj
krvi dece sa T1D u poredenju sa kontrolom (197). Sli¢na razlika koja nije bila statisticki
znatajna  pokazana je u broju CD4+CDI127"™"  subpopulacije, a procenat
CD4+CD25""CD127"™" je bio veoma nizak i nije se razlikovao izmedu TID i kontrole.
Istovremeno, real-time PCR analiza nije pokazala razliku u nivou iRNA transkripcionog faktora

FoxP3,CD127,CD25,TGFp u Treg ¢elijama u ispitivanih uzoraka i kontroli.
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Rezultati drugih studija su sugerisali da je broj Tregs u pacijenata sa NT1D normalan
(200,277). Prema ovim autorima najbolja kombinacija markera za Treg je
CD4'CD25"¢"CD127"° koja pokriva oko 80% FoxP3" cells.

Dodatno, u naSoj studiji pokazano je da u pacijenata u KR bolesti dolazi do blagog
porasta nivoa CD4"CD25"¢" T ¢elija, 3to je u saglasnosti sa objavljenim rezultatima.

U studiji u kojoj je u dece sa TID pre i nakon zapoCinjanja insulinske terapije
odredivana ekspresija iRNA markera za T reg (TGFp, Foxp3, cytotoxic T-lymphocyte antigen-
4 [CTLA-4], 1 inducible co-stimulator [ICOS]) ili citokina (y-interferon], interleukin [IL]-5, IL-
4), pokazano je da je ekspresija Foxp3, CTLA-4 i ICOS iRNK u perifernim mononuklearima
stimulisanim humanim insulinom bila veca u pacijenata na insulinskoj terapiji nego pre
zapocinjanja insulinske terapije, impliciraju¢i da tretman sa humanim insulinom aktivira
insulin-specifi¢ne regulatorne T Celije u pacijenata sa NT1D (286). Insulinom indukovana

ekspresija proteina Foxp3 u CD4"CD25 ™"

¢elijama je detektovana i proto¢nom citometrijom.
Istovremeno, tretman autoantigenom, odnosno insulinom, koji indukuje aktivaciju T reg moze
doprineti indukciji KR bolesti.

Nalazi registrovani u okviru ove studije su u saglasnosti sa rezultatima naSeg

high

istrazivanja. Naime, proporcija CD4 CD25"¢" ¢elija varira od 0 do 0.4% u dece sa NT1D pre

zapocinjanja insulinske terapije, u dece koja su primala insulin 0.2 do 1.7%, dok u kontrolnoj

high celija medu CD4" Celijama varira izmedu 0 i 1.7%. Nivo Foxp3

grupi proporcija CD25
eksprimirajucih ¢elija u okviru CD4'CD25"e" ¢elija se kretao izmedu 52.0-62.5%.

Humanim insulinom indukovani Foxp3 odgovor u in vitro uslovima pokazao je
inverznu korelaciju sa nivoom HbA1C, sugeriSuci povezanost sa oporavkom p-Celijske funkcije
nakon klinicke manifestacije, ali bez korelacije sa duzinom primenjenog insulinskog tretmana,
Sto moze ukazati da se aktivacija Tregs deSava neposredno nakon uvodenja insulinske terapije.
Nalaz ushodne regulacije IL-4 u odgovoru na insulin u pacijenata sa T1D, iako na prvi pogled
nije u saglasnosti sa Thl konceptom patogeneze T1D, je u saglasnosti sa opservacijom da su
IL-13—sekretujuce insulin specificne T celijske linije detektovane u pankreasnim limfnim
¢vorovima pacijenata sa T1D (287). lako je najveci porast insulinom indukovane ekspresije IL-
4 registrovan u pacijenata sa NT1D koji su zapoceli sa insulinskom terapijom, povecana insulin
specificna IL-4 ekspresija na nivou mRNA je opservirana i kod pacijenata sa T1D pre
zapocinjanja insulinske terapije. Ovo sugeriSe da je insulin-specificni imuni odgovor Th2 tipa
takode povezan sa autoimunskim odgovorom na endogeni insulin u pacijenata sa T1D 1 da
egzogeni insulin pojaCava takvu reaktivnost. Ovi rezultati ukazuju da primena sopstvenih

antigena eksprimiranih u timusu aktivira T reg, i podrzava koncept o indukciji 1 ekspanziji T
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reg njihovim antigenom na periferiji. Ipak, tranzitorni karakter remisije sugeriSe defekt u
mehanizmima T ¢elijske regulacije kao Sto je i pokazano u pacijenata sa T1D (283).

Ovi nalazi su u saglasnosti sa nalazima u naSoj studiji u kojoj u pacijenata sa NT1D
registrujemo prakti¢no isti defekt i istu shemu fluktuiranja u perifernoj krvi u nivou Treg i Th2
subpopulaciji.

Sa druge strane, u literaturi su dostupni i podaci o T reg definisanim sa dodatnim
markerima, koji su u suprotnosti sa nalazima utvrdenim u nasem istrazivanju.

Rezultati nedavno publikovane studije (288) pokazali su da visi nivoi ekspresije FoxP3
na pocetku bolesti jesu prediktivni faktor za loSiju kontrolu glikemija, dok su visi nivoi IL-10
¢elija povezani sa boljom kontrolom glikemija. Ovi podaci sugerisu da analiza IL-10 i FoxP3
na pocetku bolesti moze predvideti koji ¢e pacijenti u kasnijem toku bolesti imati bolju
metabolicku kontrolu .

Smanjenje regulatornih antigen specifi¢nih T ¢elija koje je registrovano u fazi KR moze
se interpretirati na 2 na¢ina. Prvo, moguce je da eseji za periferne T ¢éelije ne reflektuju Sta se
deSava na nivou pankreasa ili pankreasnog limfnog ¢vora. Nizak nivo FoxP3 ili IL-10 celija
koji je registrovan u KR moze reflektovati ¢injenicu da veéina ovih ¢elija migrira u pankreas da
bi se borila sa inflamacijom. Drugi nacin da se interpretiraju ovi podaci je da eseji sa perifernim
T ¢elijama jesu prognosticki i nisu “presek” onoga Sto se deSava u ostrvcima.

Postoji nekoliko pitanja vezanih za ovu studiju. Prvo, s obzirom da je ovo presecna
studija, individualne genetske razlike izmedu pacijenata ne mogu biti adekvatno kontrolisane
kao u studijama longitudinalnih kohorti. Drugo, relativno mali broj pacijenata stvara poteskoce
prilikom generalizacije podataka. Trece, hiperglikemija nije bila adekvatno kontrolisana u grupi
NTID a samim tim i njen efekat na ekspresiju FoxP3, iako je registrovano skretanje ka
produkciji IL-10 u hiperglikemiénoj grupi. Cetvrto, funkcionalnost FoxP3 T éelija nije radena.
Peto, nije adekvatno demonstrirano da imunski testovi mogu prediktovati da li ¢e pacijent uci u
KR, iako je registrovan trend za predikciju doze insulina pomocu nivoa FoxP3. Najzad, nemaju
svi pacijenti odgovor na sve epitope i nije testirano viSe epitopa imajuc¢i u vidu ogranicene
kolic¢ine krvi radi ispitivanja, koje je moguce uzeti od dece.

Funkcija Tregs zavisi od intracelularnih signala ukljuujuéi brojne transkripcione
faktore, pro- i anti-inflamatorne citokine i citokinske receptore i druge molekule poput GITR,
ICOS, CTLA-4 (289). Veoma malo se zna o produkeiji citokina CD4 CD25"€"FoxP3" T reg.
Verovatno obe vrste, pro i antiinflamatorni citokini, uestvuju u fenomenu periferne tolerancije.

Sa druge strane ispitivanjem funkcionalnog kapaciteta T reg subpopulacije, ukazano je

da defekt u supresorskoj funkciji Tregs u pacijenata sa T1D nije prisutan samo na pocetku
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bolesti nego i u pacijenata sa duzim trajanjem bolesti (>3 godine trajanja) (290). Interesantno,
nije uocena razlika u FoxP3 ili CD127 ekspresiji. Sli¢no nalazima ove studije, Kivling et al.
(291) nisu nasli razlike u ekspresiji FoxP3 izmedu dece sa T1D i kontrola. U drugim studijama
ekspresija FoxP3, CTLA-4, CD28 i ICOS u mononuklearnim i CD4" ¢elijama pacijenata sa
T1D je bila komparabilna sa kontrolom (292). Ipak, nedavno je jedna grupa istraZivaca,
koris¢enjem validiranog protokola za izolaciju FoxP3 pomocu proto¢ne citometrije, pokazala
povecanu ekspresiju FoxP3 u pacijenata sa T1D (293).

Medutim, ovakvi nalazi ne odbacuju decidno hipotezu da defekt Treg celija lezi u
osnovi T1D ali mogu ukazati da je imunoregulacija autoimunih bolesti posredovana preko
nekoliko subsetova imunoregulatornih ¢elija koji uskladeno funkcionisu (294). Stoga u svakog
pojedina¢nog pacijenta, autoimunost ne mora reflektovati deficit jednog odredenog subseta, ve¢
defekt integrisanog sistema imunoregulacije posredovanog razli¢itim nivoima T ¢elijskih
subsetova.

Nasi nalazi sugeriSu da u pacijenata sa N-T1D postoji jedan opsti 1 globalni defekt na
nivou T celija koji dovodi do imunog deficita i pogada prevashodno proces imunoregulacije.
Poznato je da su drugi istrazivaci sugerisali postojanje globalnog T Celijskog deficita u
uslovima T1D (295). Smanjena T ¢elijska produkcija IL-2 je opisana u pacijenata sa T1D u
kojih je postojala snazna destrukcija beta celija (295). Takode, rezultati druge studije su
pokazali postojanje defekta u sekreciji IL-2 i solubilnog IL-2 receptora kako u novootkrivenih
tako 1 pacijenata sa T1D duzeg trajanja (296). Na animalnim modelima je pokazano da T
éelijska hiporesponsivnost korelira sa redukcijom p56'* , molekula koji je ukljuten u
transdukciju signala u T ¢elijama (297), mada su neophodna dalja istrazivanja definitivne
kvantifikacije molekula uklju¢enih u transdukciju signala u T ¢elijama pacijenata sa T1D.

Istovremeno, rezultati prethodnih studija na animalnim modelima su pokazali da Treg
potentno suprimiraju infiltraciju tkiva dijabetogenim CD4" T ¢elijama (298), $to najverovatnje
ostvaruju preko nishodne regulacije adhezionih molekula, odnosno homing receptora. U tom
smislu, utvrdeno je da ekspresija CXCR3, koja je pokazana u infiltrisanom pankreasu,
redukovana u prisustvu CD4 CD25" ¢elija (298). Sa druge strane, interesantan je nalaz snazne
ekspresije hemokinskih receptora CCR4 i CCR8 na humanim CD4'CD25"-regulatornim T
¢elijama (299). U nasem istrazivanju se dve subpopulacije, Th2 i Treg, ponasaju prakticno na
isti nacin, odnosno u vrPR, registrovano je znacajno smanjenje nivoa obe opisane
subpopulacije. Ovakav nalaz otvara podrucje diskusije o moguéem preklapanju ove dve
subpopulacije. U okviru naSe studije odredivali smo CCR4 hemokinski receptor na

memorijskim T limfocitima. Prethodno je pokazano da CD4'CD25" T regulatorne éelije
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eksprimiraju oba antigena, CD45RO ali i CD45RA, §to je u osnovi stava da u naSem radu nije
doslo do preklapanja u definisanju dve subpopulacije od interesa, Th2 i T reg. Takode, ranije je
pokazano da CD4'CD25" CD62L" splenociti mogu eksprimirati oba hemokinska receptora
CCR4 i CXCR3 i migrirati ka odgovaraju¢im inflamatornim hemokinima (300). Dodatno,
(139) poznato je da je hemokinski receptor CCR4 ushodno regulisan preko TGF-p.

Poznato je da, sa jedne strane, dve velike studije, ENDIT i DPT-1, radene u humanoj
populaciji u kojima je prvim rodacima pacijenata sa T1D koji su bili pod visokim rizikom za
razvoj T1D, dat parenteralno insulin ili nikotinamid, nisu pokazale protektivan efekat nijednog
od ovih lekova (55, 301). Medutim, u maloj studiji koja je ukljucivala 7 osoba pod visokim
rizikom za razvoj T1D, tretman insulinom je odlozio nastanak T1D (302). Ipak, iako su antitela
markeri autoimunog procesa i mogu biti prediktivni faktori za tok oboljenja, malo je dokaza da
intervencije koje imaju za cilj promenu prirodnog toka T1D uti¢u na imunoglobuline. Sa druge
strane, rezultati nedavno zavrSenih studija u kojima je analiziran citokinski profil u prvih
rodaka pacijenata sa T1D i visokim rizikom za razvoj bolesti, ukazali su na postojanje
redukovanog nivoa antiinflamatornih Th2 citokina, IL-4 1 IL-13, uz poviSen nivo
proinflamatornih Thl citokina, IL-2, IFN-y i IL-18 (242, 303, 304). Ovakav nalaz sugeriSe
postojanje primarnih poremecaja u celularnom imunitetu i predominaciju Thl imunog
odgovora u stanju predijabetesa. Istovremeno, rezultati imunointervencionih studija u
pacijenata sa N-T1D su pokazali da se povoljan efekat delovanja humanizovanih anti CD3
monoklonskih antitela 1 heat-shock protein peptida DiaPep277 na prezervaciju C peptida
zasniva upravo na promeni citokinskog profila CD4" T limfocita u smislu veée sekrecije IL-4 i
IL-10 i pomeranju imunog odgovora sa inflamatorne Th1 na protektivou Th2 stranu, odnosno
na uticaju imunomodulatorne terapije na ushodnu regulaciju regulatorne supresorske
subpopulacije (305-307).

Redukcija broja perifernih CD4"CD25"" i CD4"CCR4" T (elija predstavlja veliki
defekt u T ¢elijskoj regulatornoj mrezi u T1D. Ovaj dvojni imunoregulatorni defekt moze
predstavljati odraz obimnijih poremecaja na nivou T ¢elija.

S obzirom da CD4'CD25" i CD4'CCR4" T ¢elije nisu bile u potpunosti odsutne u
pacijenata sa N-T1D, pretpostavlja se da modaliteti kojima bi se postigla njihova stimulacija i
proliferacija, mogu aktivno doprineti ostvarivanju novih terapeutskih strategija. Naime,
izolacija, pre€iS¢avanje i proliferacija ovih ¢elija a zatim i njihov transfer u pacijente obolele od
T1D imali bi za cilj imunomodulaciju toka T1D. Primena ovakvih imunomodulatornih terapija

imala bi svoje opravdanje prvenstveno u PR pacijenata sa T1D i rizikom za razvoj bolesti, u
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kojih bi nalaz izrazito niskog nivoa regulatornih supresorskih subpopulacija mogao
predstavljati dodatni imunoloski prediktivni marker za nastanak ovog oboljenja.

Poznato je da se predikcija T1D u rodaka je prvenstveno zasniva na prisustvu i titru
autoantitela. Ipak, pokazano je da jedan broj rodaka sa prisustvom multipnih autoantitela ne
ispoljava T1D, §to je isticalo neophodnost usavrSavanja dodatnih imunoloskih testova koji bi
poboljsali preciznost predikcije (106). U aktuelnoj literaturi dostupni su podaci o detektovanju i
pracenju nivoa drugih markera celularnog imunog odgovora, odnosno, markera funkcionalnosti
subpopulacija T limfocita. U ve¢em broju istraZivanja je u PR pacijenata sa T1D registrovana
predominacija Thl autoimunskog odgovora izrazenog nivoom odredenih citokina ili hemokina
u perifernoj cirkulaciji ili znacajno ¢es¢e u kulturi perifernih limfocita (242, 243). Sa druge
strane, u pacijenata sa N-T1D, na pocetku bolesti, podaci o nivou pro 1 antiinflamatornih
citokina 1 hemokina su ¢esto kontradiktorni, i kre¢u se od snizenog do poviSenog nivoa
proinflamatornih Thl i antiinflamatornih Th2 tipova citokina (237,308).

Nivo cirkulisucih citokina i hemokina predstavlja marker celularne imunosti. lako tim
markerima nedostaje antigenska specificnost, a ¢elijski izvor za mnoge cirkuliSu¢e imune
medijatore nije poznat, oni ipak pruzaju validne informacije o riziku za ispoljavanje oboljenja
ili progresiju bolesti (309). Poznato je da je detekcija citokina zbog niskog nivoa produkcije
citokina u ¢elijskom supernatantu, ¢esto vidljiva samo nakon specificne ili nespecifi¢ne
stimulacije. Za razliku od toga, hemokini se sekretuju u viSim nivoima i obi¢no se detektuju i
bez prethodne stimulacije. Takode, dok spontana sekrecija u ¢elijskom supernatantu ukazuje na
in vitro sposobnost perifernih mononukleara, da bez stimulacije lu€e citokine, nivoi hemokina u
serumu mogu reflektovati produkciju od strane raznih ¢elija u inflamatornim ZzariStima.

Poznato je da su studije o fokalnoj produkciji citokina lokalno u tkivu humanog
pankreasa limitirane zbog ocigledne teskoce da se dobije uzorak tkiva (310,311). Ipak,
pokazano je da postoji snazna korelacija izmedu unutarostrvske produkcije citokina i njithovog
nivoa na perifriji na animalnom modelu (312). U tom smislu, smatra se da abnormalnosti
cirkuliSuc¢eg nivoa citokina mogu odrazavati dogadaje u pankreasu.

U naSoj studiji je u vrPR registrovan najvisi nivo IP-10, Thl tip hemokina, i to slican
nivou utvrdenom u pacijenata sa N-T1D, a znacajno visi u poredenju sa nivoom u nrPR i
kontrolnim ispitanicima (Grafikon 22).

Nedavno je utvrden visok nivo cirkuliSu¢eg IP-10, IFN-y i IL-18 u pacijenata sa T1D,
LADA 1 vrPR (167, 245, 304, 309, 313, 314), a sugerisano je da serumski nivo IP-10
predstavlja validan klinicki marker autoimunskog odgovora. Ovi podaci ukazuju na

proinflamatorne promene u celularnom imunitetu u osoba sa predijabetesom (315), Sto je u
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saglasnosti sa nasim opservacijama. Istovremeno, saopSteni su i rezultati ushodne regulacije 2
proinflamatorna hemokina CCL3 i CCL4, i nishodne regulacije hemokina funkcionalno
suprotnog dejstva, CCL2 u vrPR (261), Sto sugeriSe da je sistemski nivo citokina i hemokina
povezan sa progresijom bolesti (163).

Rezultati studija radenih na animalnom modelu pokazali su postepeni porast nivoa IP-
10 u periodu koji je prethodio klinickom ispoljavanju T1D. Ipak, nivo ekspresije IP-10 u
pankreasu se smanjivao zajedno sa smanjivanjem mase B ¢elija, odnosno IP-10 nije uopSte
detektovan u fazi teSkog destruktivnog insulitisa (304). Ovakav rezultat je u saglasnosti sa
nasim nalazaom najviseg nivoa IP10 u vrPR.

Suprotno ovim nalazima, drugi autori su saopstili odsustvo razlike u nivou IP-10 ili
smanjenu sekreciju IP-10 u Oelijskom supernatantu pacijenata sa T1D u poredenju sa zdravom
kontrolom (316). Neslaganja u nalazima su posledica razliitog izbora pacijenata, koji su
ukljucivani u raznim stadijumima T1D sa razliitim preostalim masama [ ¢elija.

Dodatno, saopsteno je da IP-10 sekretovan od strane B c¢elija aktivira 1 privlaci
autoreaktivne T Celije 1 makrofage ka ostrvcima preko CXCR3 receptora. Regrutovane celije
produkuju brojne citokine u ostrvcima, oSte¢ujuéi dalje B cCelije, ali 1 ubrzavajuéi generisanje
IP-10 u preostalim B celijama, §to je u osnovi intenziviranja destrukcije B celija (317).
Istovremeno, izgleda da je IP-10 ukljuen ne samo u imunski odgovor, nego i u supresiju
proliferacije B ¢elija (318). Takode, pokazana je ne samo korelacija izmedu nivoa ekspresije IP-
10 u celom pankreasu i stepena insulitisa, ve¢ i1 korelacija sa populacijom GAD-reaktivnih IFN-
y-produkuju¢ih CD4" ¢elija (167,319). Takode, u pankreasnim limfnim &vorovima, ekspresija
iIRNA za IP-10 je pozitivno korelirala sa ekspresijom iRNK za CXCR3, sugeriSu¢i da nivo
serumskog IP-10 moZe reflektovati akumulaciju CXCR3" éelija u pankreasu. Interesantno,
nedavno publikovani podaci eksperimentalne studije su pokazali da bi inhibicija IP-10 mogla
prevenirati T1D, dok blokada CXCR3 receptora nije dovoljna da zaustavi razvoj T1D, Sto
implicira mnogo kompleksniju i za sada jo§ uvek nerazjasnjenu ulogu oba, IP-10 i CXCR3 T
¢elijske subpopulacije u patogenezi ove bolesti (320).

U okviru ovog istrazivanja, suprotno nasim ocekivanjima, cirkuliSu¢i nivoi TARC su
bili visi, u vrPR u poredenju sa nrPR i kontrolnim ispitanicima, i sli¢ni nivou detektovanom u
pacijenata sa NT1D (Grafikon 24). Povisen nivo TARC moze predstavljati indirektan marker
inflamacije pankreasnih ostrvaca ali i dvojnu ulogu koja ovaj hemokin moZze imati u T1D u

smislu potencijalnog prodijabetogenog dejstva (265).
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U prethodnim istrazivanjima, nivo cirkuliSu¢eg TARC nije analiziran u PR pacijenata sa
T1D, a veoma retko je analiziran i u pacijenata sa T1D. Do sada je pokazano da pacijenti sa
T1D imaju nesto vise nivoe TARC u poredenju sa zdravim kontrolama (245).

U nasem istrazivanju, nije utvrdena korelacija izmedu nivoa CXCR3" i CCR4" T ¢éelija,
nivoa IP-10 1 TARC 1 titra autoantitela na B ¢elije u vrPR (Tabela 16,18). Ovakav nalaz je
o¢ekivan, imaju¢i u vidu da se primarni patogeni proces u T1D ostvaruje preko celularnog
imunskog odgovora, i da autoantitela specificna za antigene pankreasnih ostrvaca tokom
insulitisa ne doprinose destrukciji § ¢elija (321).

Istovremeno, istraZivanjem povezanosti procenata subpopulacija CD4" T limfocita i
nivoa antitela u perifernoj krvi nije utvrdena znacajna korelacija izmedu nivoa antitela GAD i
IA-2 i nivoa procenata CD4"CD25"e" limfocita i TGFp u PR pacijenata sa T1D (Tabela 16,18).

Nasi rezultati su u saglasnosti sa nalazima studija (246,277,283) u kojima takode nije
registrovana znaCajna korelacija izmedu nivoa regulatornih supresorskih subpopulacija i
antitela na beta Celijske antigene u PR pacijenata sa T1D.

Binarna logisti¢ka regresiona analiza koju smo primenili na nase podatke pokazala je da
su nivoi CXCR3" i CCR4" T memorijskih ¢elija, uz nivo hemokina IP-10, nezavisni prediktori
za rizik, visok ili nizak, u zdravih PR pacijenata sa T1D (Tabela 22).

I najzad, kada smo analizirali nivo TGFp, antiinflamatornog citokina i pokazatelja
funkcionalnosti subpopulacije T regulatornih limfocita u perifernoj krvi, utvrdili smo da je nivo
TGFp u vrPR je bio statisticki neznacajno nizi u poredenju kontrolnim ispitanicima, i znacajno
viSi u poredenju sa pacijentima sa N-T1D u IZS i1 KR. Istovremeno, u pacijenata sa N-T1D u
IZS 1 u KR bolesti, nivo TGF je bio znacajno nizi u poredenju sa kontrolnim ispitanicima
(Grafikon 26), sugerisuci funkcionalnu iscrpljenost Treg subpopulacije pri otkricu bolesti.

U literaturi su dostupni limitirani 1 kontradiktorni podaci iz ove oblasti (314). Rezultati
studije radene na perifernim mononuklearima izolovanim na fikolnom gradijentu, u dece sa
visokim rizikom za razvoj T1D [ICA>20 JDF], pacijenata sa NT1D i zdrave dece nosilaca
rizicnih HLA gena, pokazali su da je nivo Thl citokina, IFN-y i TNF-£, sekretovanih spontano
ili nakon specificne stimulacije, ve¢i u dece sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D u
poredenju sa decom sa NT1D. Sa druge strane, nivo Th3 citokina TGF- 1 IL-10, inflamatornih
citokina TNF-a 1 IL-6, i hemokina RANTES, MCP-1 i IL-7 je bio poviSen u pacijenata sa T1D
u poredenju sa decom sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, §to je delimi¢no u saglasnosti sa
rezultatima naseg rada (314). Istovremeno, u prethodnim studijama je pokazano da je u PR

pacijenata sa T1D registrovan i poremecaj funkcionalnosti regulatornih subsetova (109).
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TGF-B je citokin uklju¢en u kontrolu razli¢itih imunskih funkcija ukljucujuéi
proliferaciju i aktivaciju znacajnih subpopulacija. Rezultati jednog istrazivanja ukazali su na
nizu, ali ne znacajno, ekspresiju receptora 1 i 2 za TGF-B1 u Tregs u pacijenata sa T1D u
poredenju sa kontrolom (293). U drugoj studiji je registrovan pad u nivou membranskog TGF-f3
koji je vodio u ispoljavanje TID (322). Takode, novootkrivena subpopulacija Treg,
CD69'CD4 ' CD25koji je FoxP3- i IL-10-, se karakterise sa membranskim TGF-B1 i CD122,
Sto potvrduje ulogu ovog imunosupresivnog citokina u funkciji T reg (323). Najzad, primena
separisanih Tregs 1 povecanje nivoa TGF-B1 predstavlja vid savremene efektivne imunoterapije
uT1D (324).

Mehanizam kojim se postize supresorni efekat regulatornih CD4'CD25" T ¢elija i dalje
nije dovoljno objasnjen, a vec¢ina podataka postoji samo u okviru animalnih modela. Ipak,
veéina ispitanih modela ukazuje na neophodnost direktnog intercelijskog kontakta izmedu
regulatornih 1 efektornih Celija (325). Izgleda da je direktna supresivna funkcija regulatornih
¢elija u osnovi nezavisna od delovanja antiinflamatornih citokina IL-10 i TGF-8, i u tom smislu
dominantna u poredenju sa drugim supresorskim mehanizmima (193,326). Sa druge strane,
rezultati drugih studija ukazuju na vaznu ulogu TGF-B §to je zasnovano na uoc¢enoj korelaciji
izmedu redukcije supresivnih svojstava ovog regulatornog subseta T celija i blokade TGF-
monoklonskim antitelima (193,327).

Medutim, do danas je objavljeno samo nekoliko studija koje su pokusale da razjasne
ovu kontroverzu analizom regulatornog kapaciteta CD4 'CD25" T ¢elija u pacijenata sa T1D.
Poznato je iz prethodnih studija da su CD4'CD25" T ¢elije relativno anergiéne nakon
poliklonalne aktivacije (184,328,329), ali i pored toga one mogu suprimirati proliferaciju i
produkciju citokina od strane CD4 'CD25 T éelija, na dozno zavisan nacin. Ipak, pokazano je
da je regulatorni kapacitet CD4'CD25" T ¢elija pacijenata sa TID znadajno smanjen u
poredenju sa zdravim kontrolama a citokinski milje u kokulturi pacijenata sa T1D se razlikuje
od zdravih, $to je u saglasnosti sa nalazima naSeg rada. Naime, CD4 CD25" regulatorne ¢elije
pacijenata sa TID mogu imati defekte u regulaciji proinflamatornog odgovora zbog
nesposobnosti da suprimiraju produkciju proinflamatornih citokina efektornih T celija 1
nemogucnosti da promovisu sekreciju antiinflamatornih citokina (283). Istovremeno, smatra se
da bi regulatorne celije pacijenata sa T1D mogle biti sklone klonalnom iscrpljivanju pri
pokusaju da kontrolisu aktivaciju imunog sistema koja prethodi klini¢koj dijagnozi T1D.

Sa druge strane, opadanje funkcionalnog kapaciteta Treg sa starosnom dobi opisao je
Tsaknaridis (330). Ipak, postoje i saopStenja na animalnim modelima (331) koja ukazuju na

jednaku funkciju Treg u razli¢itim starosnim grupama. Moguce je da defekti u funkciji Treg
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mogu biti povezani sa nedovoljnom aktivacijom CD4'CD25 efektorskih T-éelija (Teffs).
Naime, Teffs reprezentuju primarni izvor IL-2, a Tregs zahtevaju IL-2 signalizaciju za
odgovarajuci razvoj (332). Poznato je da nishodni signalni putevi povezani sa IL-2, ukljucujuci
STATS, mogu biti poremeéeni u T1D (333). Istovremeno, povrSinski marker CD127 se
eksprimira u visokom nivou na T eff, dok su funkcionalne Tregs CD127low ili negativne (200).

Poznato je da je nivo TGFp vazan za ispoljavanje regulatornog fenotipa. Medutim,u
literaturi su prisutni i podaci koji su u suprotnosti sa ovakvim nalazima. Naime, pokazano je da
se visoki nivoi ekspresije FOXP3 mogu indukovati u uslovima TGF stimulacije ali da
aktivacija TCR nije dovoljna za indukciju ekspresije FOXP3 u odsustvu TGF u humanoj
populaciji (334). Ipak, i dalje ostaje nejasno da li kostimulacija sa TGFB u in vivo uslovima
moze voditi u perifernu konverziju humanih CD4 CD25FOXP3" u CD4'CD25 FOXP3" éelije.

Pokazano je da transformiSu¢i faktor rasta-p1 (TGF-B1), konvertuje naivne T celije u
regulatorne T celije. Ipak, u prisustvu interleukina (IL)-6, TGF-B1 takode promovise
diferencijaciju u IL-17-produkuju¢e Th17 ¢Celije koje su znacajno uklju¢ene u autoimunost i
inflamaciju. Medutim, nije razjasnjeno kako TGF-B1 i IL-6 determiniSu tako razli¢ite sudbine.
Implicira se da bi master regulator za Th17, RORyt, bio brzo indukovan preko TGF-B1
nezavisno od prisustva IL-6 (335).

Istovremeno, pokazano je da pacijenti sa NT1D imaju nize nivoe mRNA za [FN-y , [L-4
i TGF-B u nestimulisanih perifernih mononukleara u poredenju sa zdravom kontrolom (316,
336), Sto je u saglasnostim sa rezultatima dobijenim u nasem radu.

Finalno, nalaz da je nivo Thl hemokina vi§i u rodaka sa visokim rizikom za
ispoljavanje T1D u poredenju sa pacijentima sa T1D je u saglasnosti sa shvatanjem o Thl
dominantnom imunom profilu, izrazenom preko povisene sekrecije IP-10 tokom faze
predijabetesa (107, 242, 336). Dodatno, pokazano je da u rodaka sa visokim rizikom za
ispoljavanje T1D autoantigeni GAD65, IA-2 1 heat shock protein indukuju znacajnu sekreciju
IFN-y (107).

U periodu kada se blizi nastanak klinicki manifestnog T1D, smanjuje se masa -celija,
pa se 1 Thl-odgovor smanjuje 1 biva suprimiran kod pacijenata sa NT1D (244,316, 336-338).
Ova opservacija se poklapa sa nalazima da reaktivnost T ¢elija na GAD65 pokazuje pad na
pocetku manifestnog T1D (339), uz smanjenje sekrecije IFN-y (109). Istovremeno, smatra se da
zdravi rodaci sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D imaju sposobnost da menjaju Thl imunu
devijaciju u protektivniji Th2 odgovor u prisusutvu autoantigena vezanih za dijabetes

(197,242).
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Indirektno, ovakva opservacija je u skladu sa rezultatima naSih istrazivanja gde su PR
pacijenata sa T1D nezavisno od prisustva antitela, imali vise nivoe protektivne CCR4"
subpopulacije u poredenju sa obolelima od T1D.

U celini, izgleda da imunoloski proces u kojem predominiraju Thl ¢elije prethodi
klini¢kom otkrivanju T1D, nakon ¢ega dolazi do pojacane aktivacije inflamatornih citokina i
hemokina ukljucenih u destrukciju preostalih insulin-produkujucih B-¢elija, $to je u saglasnosti
sa rezultatima naseg istraZivanja.

Tome u prilog govore i nalazi velikog broja studija, koje su proucavale sheme
citokinske sekrecije u osoba sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, a fokusirale su se na
monozigotne blizance ili trojke, diskordantne za T1D (29,242,340-342). Wilson 1 autori su
pokazali postojanje povecane sekrecije IFNy 1 smanjenu sekreciju IL-4, kao znak progresije
T1D u ovih osoba (29). Takode, Kallmann i autori su pokazali redukovanu stimulisanu
sekreciju IL-4 i IL-10 u blizanaca sa T1D, uz odsustvo razlike u sekreciji [FNy (341). Ovakav
citokinski profil je bio prisutan i u antitelo-pozitivnih i antitelo-negativnih blizanaca, $to je bilo
u osnovi zaklju¢ka da njihov humoralni 1 celularni imuni odgovor nisu korelirali.
Nekonzistentni podaci su opisani i u antitelo-pozitivnih PR, odnosno Karlsson i1 autori su
registrovali pove¢anu IFNy i IL-4 sekreciju GADG65 stimulisanih perifernih mononukleara, dok
su Szelachowska 1 autori koriS¢enjem nespecificne stimulacije, pokazali normalnu sekreciju
IFNy uz smanjenu sekreciju IL-4 1 IL-10 u ovih osoba (242, 342). U tom smislu, ovi rezultati su
ukazivali na neophodnost dalje evaluacije citokinskog profila u osoba sa visokim rizikom za
razvoj T1D, prvenstveno u PR pacijenata sa T1D koji predstavljaju do sada najvecu prepoznatu
1 definisanu populaciju osoba sa predijabetesom.

Takode, rezultati jo§ jedne studije su pokazali razliku u stimulisanom citokinskom
profilu izmedu PR i zdravih osoba koje nisu u srodstvu sa pacijenatima sa T1D (340). Ova
shema se sastoji od elevacije nivoa oba, IL-2 i IL-4 citokina, i to kako porasta njihovog
maksimuma, tako i ukupne citokinske sekrecije u PR. Ipak, Th1/Th2 balans u ovoj grupi, jasno
ukazuje na predominaciju Thl imunskog odgovora u smislu povisSenog IL-2/IL-4 1 IL-2/IL-10
odnosa. Istovremeno, rezultati dobijeni nakon godinu dana prac¢enja osoba sa visokim rizikom
za ispoljavanje T1D pokazali su porast srednjih vrednosti sekrecije IFNy, Sto je dodatno
podrzalo koncept o pomeranju imunoloskog balansa ka Thl predominaciji. Ipak, u litaraturi
postoje 1 suprotni nalazi, koji sugeriSu da je autoimuni dijabetes povezan sa pojaCanom
sekrecijom IL-4, a ne pojatanom sekrecijom Thl citokina (343, 336). U uslovima u kojima
dolazi do gubitka protektivnog efekta IL-4, dolazi do progresije u manifestnu bolest. U osnovi,

kasni pad u produkciji IL-4 je neposredno pre pojave manifestne bolesti saopsten je prvo na
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animalnim modelima (344). U celini, rezultati ove studije podrzavaju koncept da je perzistentno
niska sekrecija IL-4 uz predominaciju Thl citokina povezana sa pojac¢anim rizikom za razvoj
T1D u PR sa prisutnim autoantitelima na beta ¢elijske atigene u cirkulaciji.

Ovaj nalaz je u saglasnosti sa nalazom registrovanim u nasem istraZivanju u kojem je u
vrPR registrovana predominacija Thl autoimunskog odgovora, kroz poviseni nivo CXCR3"
subpopulacije T ¢elija i IP-10, uz nizak nivo Th2 autoimunskog odgovora, utvrdenog preko
smanjenog nivoa CCR4" T memorisjkih ¢elija u poredenju sa nrPR i kontrolnim ispitanicima.

I najzad, nedavno je u pacijenata sa T1D pokazana povezanost sheme citokinskih
profila, nivoa hemokina 1 statusa antitela (163), Sto namece potrebu za karakterizacijom
celularnog imunog odgovora u visokorizinih osoba. U tom smislu bi u osoba sa
predijabetesom, dodavanje citokinske sekretorne sheme uz prisustvo antitela, moglo biti vazan
skrining instrument.

Cilj naseg istrazivanja nije bio odredivanje prevalence ovih autoantitela u PR ve¢
odredivanje sheme citokinske i hemokinske sekrecije u PR i poredenje ovog nalaza sa nalazima
kontrolnih ispitanika, uz korelaciju sa njihovim "antitelo" statusom. Efekat HLA klase na
citokinsku sekreciju nije odredivan. Ipak, smatra se da genetsko testiranje ima ograni¢enu
vrednost kod PR pacijenata sa T1D u kojih je poznat nivo autoantitela (45), a HLA tipizacija
nije ukljucena ni u novije stratifikacije rizika za T1D, zasnovane prvenstveno na titru antitela
(106).

U tom smislu, smatramo da genetska tipizacija u maloj grupi ispitanika, poput naseg
istrazivanja, ima ograni¢enu vrednost i ne bi znacajno menjala zakljuc¢ke ovog rada.

Dodatno, pokazano je i da cirkuliSu¢i nivoi TNF-a i solubilnog interleukin-2 (sIL-2)
receptora u PR dostizu nivoe koji se registruju kod pacijenata obolelih od T1D (345). Ovakav
nalaz predstavlja intrigirajuci paradoks. Uprkos abnormalnostima u produkciji citokina koje su
registrovane, ve¢ina PR nikada neée razviti dijabetes. Namece se pitanje kako objasniti ovu
¢injenicu u svetlu nalaza koji impliciraju uces¢e i monocitnih i tip 1 T ¢elijskih citokina u
patogenezi T1D? Najverovatnije objasnjenje za ovaj nalaz povezan je sa apsolutnim nivoima u
kojima se produkuju ovi citokini u in vivo uslovima. Prethodno je pokazano da su cirkuliSuci
nivoi IL-2, IFN-y, TNF-a i1 IL-la znacajno viSi u vreme dijagnoze dijabetesa 1 u
predijabetesnom periodu u poredenju sa rezultatima u ovoj studiji u zdravih PR ili u pacijenata
sa T1D (346). Istovremeno, jasan bajas prema aktivaciji Thl celija nije bio oc¢igledan kod
¢lanova familije obolelog u poredenju sa pacijentima sa NT1D. U tom smislu, izgleda da
¢lanovi porodica pacijenata sa T1D dele sklonost ka pojacanoj aktivaciji monocita i T ¢elija sa

svojim rodacima dijabetiCarima, ali ovaj odgovor nikada ne dostize maksimume koji se
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registruju u predijabetesnom/i ranom dijabetesnom periodu. Alternativno objasnjenje za ovakve
nalaze je da je potencijalni dijabetogeni efekat ovih citokina mozda blokiran u zdravih ¢lanova
familije produkcijom citokinskih antagonista (347). Drugo pitanje koje se namece jeste zasto
uopste pacijenti oboleli od dijabetesa i njihovi rodaci ispoljavaju takav spektar imunoloskih
abnormalnosti? Jedno od objasnjenja bilo bi da u ovih osoba postoji naglaSena reaktivnost
imunog sistema (233). Ova hipoteza je snazno podrzana nalazima pojacane sekrecije
monocitnih citokina iz perifernih mononukleara kod ovih osoba nakon nespecifi¢ne stimulacije.
Prethodne studije su pokazale da preterana aktivnost imunog sistema predstavlja moguci
predisponirajuéi faktor za autoimune bolesti u osoba sa odredenom geneteskom konstitucijom,
poput HLA klase II alela (HLA DR3/DR4) (348). Medutim, u opisanoj studiji nije postojala
povezanost cirkuliSu¢eg nivoa citokina 1 HLA DR 3 ili 4 fenotipa. Ovakav nalaz sugeriSe da ovi
»dijabetogeni« aleli nemaju veliki uticaj na produkciju citokina u pacijenata i njihovih rodaka.
Takode, ovaj nalaz je u saglasnosti sa rezultatima drugih studija gde takode nije registrovana
povezanost produkcije monocitnih IL-18 i TNF-a i HLADR fenotipa (349). Naravno, moguce
je da su drugi aleli povezani sa abnormalnostima u sekreciji citokina.

Istovremeno, u studiji (242) je pokazano da razli€iti peptidi mogu uticati na ushodno ili
nishodno regulisanu sekreciju IFN-y i IL-4, $to je igralo vaznu ulogu u moduliranju progresije
odnosno odlaganja ispoljavanja TID na animalnim modelima. Takode, pokazano je da se
specifi¢an celularni odgovor na insulin moze registrovati u predijabetesu (350) i kod NT1D
(351). Takode, registrovan je i snazan ¢elijski odgovor sa pojatanom sekrecijom IFN-y posebno
na epitope B lanca insulina (348). Nazalna aplikacija GADG65 peptida moZe indukovati Th2
¢elijski odgovor koji inhibira spontani razvoj autoreaktivnog Thl odgovora i progresiju [-
¢elijske autoimunosti u NOD misa (352). Dodatno, aktivna celularna supresija povezana sa
promenom balansa Th1/Th2 ka produkciji Th2 citokina, indukovana je imunizacijom NOD
misSa sa GAD65 (353). Tretman sa insulinom na razli¢ite na¢ine moZe da prevenira dijabetes i
destrukciju pankreasnih B-celija u predijabetesnih animalnih modela (354) i rodaka sa visokim
rizikom za ispoljavanje T1D (355). Pokazano je da davanje insulina oralnim putem uti¢e na
razvoj dijabetesa u NOD miSa preko generisanja ¢elija koje mogu sekretovati imunoregulatorne
citokine u okviru ciljnih organa i pomeriti balans od Thl ka Th2 shemi citokinske ekspresije
(356). Insulin koris¢en kao antigen u ovoj studiji uzrokovao je smanjenje Thl-odgovora ali i
ushodnu aktivaciju Th2-odgovora u rodaka sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D. Takode,
pokazano je i da indukcijom tolerancije pomocu insulina moze biti odloZzeno oboljenje na

animalnim modelima, ali bez humoralnog odgovora ili promene u sekreciji IL-4 (357). Ovakav
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nalaz moze biti posledica prisustva T regulatornih Celija pre nego protektivnog dejstva
nepatogenog Th2 imunog odgovora (357).

Sa druge strane, analiza metaboli¢kih markera rizika za ispoljavanje T1D u PR, u nasem
radu je pokazala da je u vrPR nivo prve faze insulinske sekrecije bio zna¢ajno manji u odnosu
na nrPR i kontrolne ispitanike, i zna¢ajno viSi u odnosu na pacijente sa N-T1D u IZS i KR, ali
jos uvek u granicama normale predvidene za tu starosnu dob. Istovremeno, u vrPR nivo
insulinske senzitivnosti je bio sli¢an u odnosu na nrPR i kontrolne ispitanike, 1 znacajno visi u
odnosu na pacijente sa N-TID u IZS i KR. Sa druge strane, nivo insulinske sekrecije i
senzitivnosti u pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR bio znacajno nizi u odnosu na PR i kontrolne
ispitanike (Grafikoni 28,30).

Takode, u vrPR nije utvrdena znacajna povezanost kako nivoa insulinske sekrecije tako
i nivoa insulinske senzitivnosti i nivoa subpopulacija CXCR3", CCR4" T memorijskih limfocita
i CD4'CD25"¢" T limfocita (Tabela 20).

U literaturi nisu dostupni podaci o povezanosti i odnosu nivoa subpopulacija CD4" T
limfocita 1 nivoa insulinske sekrecije odnosno senzitivnosti u PR pacijenata sa T1D. Retki
podaci ukazuju da smanjena sekrecija IFN-y korelira sa nivoom C-peptida naSte u pacijenata sa
T1D ali i da postoji inverzna povezanost nivoa C-peptida i Th2 citokina IL-13 u zdravih rodaka
sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, §to implicira da faktori vezani za funkciju f-celije u
T1D mogu modifikovati T-¢elijsku funkciju (336).

U nasem istrazivanju u ispitanika odredivali prvu fazu insulinske sekrecije, koris¢enjem
IVGTT-a, izrazenu preko FPIR, i nivo insulinske senzitivnosti, primenom hiperinsulinemijskog
euglikemijskog klapa, izrazenu preko M vrednosti.

Najveci broj studija iznosi podatke o nivou insulinske sekrecije, odredivane IVGTT-om,
1 insulinske senzitivnosti, determinisane homeostatskim modelom ili minimalnim modelom, u
prvih rodaka u kojih su odredena antitela na antigene {3 ¢elija.

Poznato je da je u okviru velike prospektivne (358) studije o prevenciji dijabetesa
(Diabetes Prevention Trial - Type 1 (DPT-1)), samo jedna osoba (3%) imala normalan IVGTT i
OGTT u okviru 6 meseci od ispoljavanja T1D. Smatra se da se u osoba koje razvijaju T1D prvo
registruju poviSene vrednosti postprandijalnih glikemija u toku 2h OGTT-a a zatim 1 nivo
glikemija naSte. Ipak, pokazano je da je FPIR<10. percentila za starosnu dob mnogo manje
specifi¢an za T1D jer je utvrdeno da je znacajan broj osoba koje nec¢e oboleti u okviru 2 godine
pracenja imao abnormalan nivo FPIR. Vecina osoba ima normalne glikemije naste, ¢ak i1 kada
im se registruje patoloSka kriva u 2h OGTT-u, §to znaci da je sama glikemija naSte nedovoljna

za dobru predikciju T1D, te da je preciznije koris¢enje oba IVGTT i OGTT (217).
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Istovremeno, znacajan broj osoba ima normalan OGTT (24%) ili normalan IVGTT
(22%) 6 meseci pre dijagnoze T1D, a veoma mali broj ima normalne rezultate oba testa (3%),
Sto sugeriSe da se maksimalna senzitivnost postize primenom oba testa.

U opseznoj studiji koja je obuhvatala preko (359) 700 inicijalno zdravih rodaka,
izvrSena je klasifikacija stadijuma preklinickog T1D i to na osnovu 2 kriterijuma: broja antitela
detektovanih pre postavljanja dijagnoze: nista (bez antitela), rani (1 antitelo), napredovali (2
antitela) 1 kasni predijabetes (viSe od 3 antitela), i kombinacije broja antitela i odgovora prve
faze insulinske sekrecije (FPIR) na intravensku glukozu: niSta (bez antitela), rani (1 antitelo,
normalan FPIR), napredovali (2 antitela ili viSe antitela, normalan FPIR) i kasni predijabetes (1
ili viSe antitela, redukovan FPIR). Pokazano je da, ako se za stratifikovanje predijabetesa koristi
princip kombinacije broja antitela i FPIR, prediktabilnost u grupi kasnog predijabetesa znacajno
povecava sa 66% na Cak 92%. U tom smislu, analiza FPIR poboljsava prediktivnu vrednost
strategije klasifikovanja a IVGTT je se preporucuje kao dodatna metoda za rodake koji su
pozitivni na jedno ili viSe autoantitela.

Takode, u okviru DPT-1 studije koja je obuhvatila skoro 60000 rodaka pacijenata sa
T1D, koji su skrinovani na prisustvo ICA, ispitivana je moguénost antigen bazirane terapije u
formi intervencija sa parenteralnim insulinom za visokorizi¢ne osobe (>50% verovatnoce za
ispoljavanje T1D u slede¢ih 5 godina) ili oralnim insulinom za osobe sa umerenim rizikom
(25%-50% za 5 godina) u cilju prevencije ili odlaganja ispoljavanja T1D. Pokazano je da je
nivo FPIR je bio nizi kod ICA" ili IAA" rodaka, rodaka sa ve¢im titrom ICA ili IAA, i osoba sa
poremecenom tolerancijom na glikozu (229). Istovremeno pokazano je da FPIR snaZno
korelira sa faktorima rizika za ispoljavanje T1D. Nizak FPIR je definisan kao <100 pU/mL za
rodake i decu >8 godina starosti (njihov 10. percentil ) ili <60 pU/mL za roditelje (njihov 1.
percentil) ili za rodake 1 decu <8 godina starosti (njihov 10. percentil ), Sto je navedeno i u
Florida Family Study (360). Smatra se da je 10. percentil utvrden za sve starosne kategorije 81
pU/mL (361).

Ranije je pokazano da starosna dob korelira sa FPIR, a najnizi FPIR je zabeleZen u
prepubertalnih osoba, <8 starosti. Rosenbloom (362) je pokazao najnize naste i posprandijalne
nivoe insulina u zdrave dece kojima je uraden OGTT. Ove podatke treba imati u vidu kada se
procenjuje validnost FPIR u odredivanju faktora rizika za ispoljavanje T1D, odnosno treba
obratiti paznju na razli¢ite vrednosti FPIR za razliCite starosne grupe.

Sa druge strane, nivo FPIR je bio dodatno za 35% -39% nizi u osoba u kojih je
detektovan visok titar IAA (>80 nU/mL) u poredenju sa ispitanicima sa negativnim titrom

antitela. Starije osobe (31-45 godina) nisu imale smanjenje nivoa FPIR vezanu za ICA titar.
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Ipak, kada su i ICA i IAA bili pozitivni, FPIR je bio redukovan za 35% u grupi sa najveé¢im
IAA titrom. Medutim, starije osobe koje su bile samo ICA" i nisu imale nizak FPIR i
najverovatnije nece razviti dijabetes, dok su mlade osobe sa registrovanim poremecajima na
glikoznu toleranciju ili dijabetesom, imale su FPIR koji je bio znacajno nizi u poredenju sa
osobama sa normalnim OGTT-om. U poredenju sa svim starosnim grupama, one osobe koje su
imale poremecen rezultat OGTT-a, imale su vrednosti FPIR za oko 2/3 od onih registrovanih u
inace visokorizi¢nih osoba sa normalnim OGTT testom. Osobe sa dijabetesnim OGTT-om su
imale 1 niZze vrednosti FPIR, u proseku oko 2 FPIR registrovanog u osoba sa normalnim
OGTT-om. Generalno, ovi nalazi sugeriSu da je FPIR odlican prediktor progresije u T1D.

Sa druge strane, izvedena je i studija koja je procenjivala nivo insulinske sekrecije na
osnovu parametra druge faze insulinske sekrecije, akutnog insulinskog odgovora (acute insulin
response AIR), merenog na osnovu intravenskog testa stimulacije na glukozu sa ucestalim
uzimanjem uzoraka (minimalni model). U ovoj studiji tokom 3 godine praceno je (363) 85
rodaka koji su bili ICA ili TAA pozitivni, a njih 10 je ispoljilo T1D. Smatra se da kada je
vrednost AIR ispod 10. percentila zdravih ljudi, rizik za ispoljavanje T1D je 50% za 5 godina.
Medutim, u studiji je registrovano ¢ak 13 pacijenata sa niskim AIR 1 13 osoba sa 2 ili vise
antitela koji nisu progredirali u dijabetes. Rezultati studije su pokazali da ICA" uz prisustvo
GAD antitela 1 nisku vrednost AIR predstavljaju dobre prediktore za ispoljavanje T1D, dok
dodavanje IAA antitela ili samo pojedinacno odredivanje AIR ne pojacava prediktivnu snagu.

Istovremeno, pojedine osobe u kojih je AIR bio u granicama normale razvile su T1D.
Podaci ukazuju da jednom izmerena niska vrednost AIR ima visoku prediktabilnu mo¢ za
ispoljavanje T1D u kratkom vremenskom intervalu. Medutim, viSe puta merene niske vrednosti
AIR u duzem vremenskom intervalu, gube na prediktivnoj moci. Progresori imaju trend
opadanja vrednosti AIR a neprogresori imaju znacajno varijabilnije vrednosti AIR tokom
vremena (363). Ovi podaci kod neprogresora podrzavaju hipotezu o viSe “dogadaja”
neophodnih za ispoljavanje T1D. U tom smislu, osoba nece razviti T1D iako ima smanjenu
funkciju beta celije, ukoliko se ne desi jo$ neki dogadaj, poput virusne infekcije. Alternativna
hipoteza jeste da kod neprogresora postoji kontinuirani proces oStecenja beta cCelija, ali je
progresija oboljenja izuzetno spora, pa samo izgleda da su te osobe i1 dalje zdrave i
neprogresori. Takvi neprogresori bi razvili T1D u starijem Zivotnom dobu.

Dodatno, rezultati nedavno zavrSene studije ukazuju da je, u cilju odrzavanja
reproducibilnosti metaboli¢kih testova tokom pracenja osoba sa rizikom za ispoljavanja T1D,

neophodno ponavljati odabrani test za procenu insulinske sekrecije, kao i da je smanjenje nivoa

125



Diskusija

C peptida u 30. minutu tokom OGTT-a i1 odlozeni pik C peptida, znak za progresiju
deterioracije sekretorne funkcije B ¢elije (364).

Sa druge strane, smanjenje nivoa insulinske senzitivnosti, odnosno insulinska
rezistencija u osoba sa prisutnim markerima autoimunosti na antigene beta celija moZe imati
genetsko-konstitucionalnu osnovu, ali moze biti i sekundaran kao posledica autoimunog
procesa. Poznata je povezanost insulinske rezistencije i gojaznosti, a u dece koja obole od T1D
utvrden povecan ITM u prvoj godini zivota (365, 366). Ipak, poznato je da ITM ne mora
precizno odrazavati visceralnu gojaznost koja utice na nivo insulinske rezistencije (367), a ne
mogu se iskljuciti male razlike u sastavu tela (body composition) izmedu progresora i
neprogresora (368). Hipoteze “fetalnog porekla” (369) i posledi¢ni “Stedljivi fenotip” (370) i
“nadoknada tezine” (371, 372) fokusirale su se na populaciju male telesne tezine na rodenju,
usled loSe ishrane tokom gestacije, a koji se kasnije u toku Zivota karakteriSu insulinskom
rezistencijom. Takode, prevalenca i titar GAD antitela su povezane sa ITM u prvih rodaka
pacijenata sa TID (373). Prema akcelerator hipotezi deca koja imaju vecu telesnu tezinu u
detinjstvu razvijaju T1D u ranijem Zivotnom dobu. U nasem istrazivanju ispitanici nisu bili
gojazni 1 bili su uskladeni u odnosu na ITM.

Dodatno, insulinska rezistencija moze reflektovati agresivniju formu autoimune bolesti,
koja se izrazava preko imunoinflamatornih faktora koji posreduju u B celijskoj destrukciji.
Takvi faktori su TNF-a i IL-6, koji posreduju u insulinskoj rezistenciji (374,375) i1 autoantitela
na insulinski receptor, za koji je saopsteno da je povezan sa IAA (376).

S obzirom da nivo glikemije odreduje odnos insulinske sekrecije i senzitivnosti (220),
oc¢ekivalo bi se da insulinska rezistencija vodi ka ranijem nastanku hiperglikemije, u uslovima
kada je beta celija ugrozena atakom autoimunog odgovora. Takode, porast glikemije
sekundarno zbog insulinske rezistencije bi mogao pojacati inflamatorni proces na ostrvcima i 3
¢elijsku smrt. Pokazano je da glikoza indukuje stvaranje proinflamatornih citokina IL-18 u
ostrvcima (377), koji ushodno reguliSu ekspresiju Fas receptora smrti (378) i autoantigena
(52,379) u beta ¢elijama, u cilju indukcije beta ¢elijske apoptoze (380).

Istovremeno, rezultati naSeg istrazivanja su u saglasnosti sa rezultatima publikovanim u
okviru studije u kojoj se nivo insulinske senzitivnosti nije razlikovao izmedu progresora i
neprogresora (363). U naSem radu za procenu nivoa insulinske senzitivnosti koris¢en je zlatni
metodoloski standard, hiperinsulinemijski euglikemijski klamp, a u ovoj studiji insulinska
senzitivnost procenjivana je na osnovu minimalnog modela.

Poznato je da su do sada 3 loginutidalne studije ispitivale uticaj insulinske rezistencije

na progresiju subklinickog T1D (381). U jednoj od studija u cilju evaluacije glikozne
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homeostaze koris¢eni su HOMA-R i FPIR, za merenje insulinske rezistencije (218,382,383) i
insulinske sekrecije (219). Nivo HOMA-R je znacajno korelirao sa vremenom do ispoljavanja
T1D (382). Rezultati Melbourne Pre-Diabetes Family Studije su pokazali da se rodaci sa
prisutnim autoantitelima na antigene pankreasnih ostrvaca koji najbrze progrediraju u dijabetes
se karakteriSu veéim nivoom insulinske rezistencije za njihov nivo insulinske sekrecije
godinama pre otkri¢a dijabetesa (384) a slican rezultat je dobijen i u Childhood Diabetes in
Finland studiji (217). Medutim, rezultati Seattle Family studije su pokazali da odredivanje
odnosa nivoa insulinske rezistencije prema nivou FPIR nije poboljsalo predikciju T1D (385).

Rezultati Melbourne pre-diabetes family studije su pokazali da je nivo insulinske
rezistencije izrazen preko HOMA-R i insulinske sekrecije merene preko FPIR, u osoba sa
autoantitelima na antigene pankreasnih ostrvaca, bio dobar prediktor za rizik za razvoj
manifestnog T1D (384). Sli¢ni rezultati objavljeni su i u Childhood Diabetes in Finland Studiji
(217). Medutim, rezultati Seattle family studije su pokazali da ovako odredivanje nivoa
insulinske rezistencije nije poboljsalo predikciju T1D (385). Ipak, i u DPT-1 studiji utvrdena je
znacajna povezanost izmedu nivoa HOMA-R, odnosa FPIR/HOMA-R 1 ispoljavanja T1D u obe
rizicne grupe rodaka. Takode, osobe koje su razvile T1D u obe grupe pokazale su povecan nivo
HOMA-R i smanjen FPIR/HOMA-R odnos u vreme postavljanja dijagnoze, u odnosu na
njihove pocetne vrednosti (229). Ovaj nalaz je u saglasnosti sa drugim studijama (365,386) u
kojima je kori§¢enja ista metodologija za merenje insulinske rezistencije, a studija u kojoj nije
registrovana povezanost izmedu insulinske rezistencije i ispoljavanja T1D koristila je drugu
metodologiju.

U celini, rezultati ovih studija ukazuju na povezanost insulinske rezistencije i progesije
T1D, impliciraju¢i da je FPIR/HOMA-R odnos kao mera insulinske rezistencije i sekrecije,
bolji prognosticki prediktorni marker nego svaki od ovih markera pojedinac¢no.

Interesantno zapazanje publikovano u okviru jednog od istrazivanja u kojem je
procenjivan znacaj nivoa insulinske rezistencije kao faktora rizika za progresiju T1D, odnosi se
na progresore u kojih je registrovan porast glikemije i insulinemije naSte u poredenju sa
neprogresorima, iako su te vrednosti bile joS uvek u okviru normalnog ranga, §to je bilo u
osnovi viSeg nivoa HOMA-R vrednosti. U daljem toku registrovan je porast odnosa HOMA-R 1
FPIR, sugeriSu¢i progresivnu disregulaciju odnosa insulinske senzitivnosti i sekrecije (365).
Znacaj ovih nalaza lezi u Cinjenici da se brzi progresori mogu identifikovati i ranije, ¢ak i kada
su metabolicki parametri poput glikemije, insulinemije naste i FPIR jo§ uvek u okviru
normalnog ranga. Vazno je ista¢i da pojedinacno odredivanje HOMA-R mozZe dovesti do

pogresnih zakljucaka jer nivo HOMA-R opada kako se osoba priblizava klinicki manifestnoj
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bolesti, jer opada nivo insulinemije naSte. Istovremeno, Wallace i saradnici sugeriSu da
insulinska rezistencija merena HOMA-R moze potceniti aktuelni nivo insulinske rezistencije
(387).

Takode, rezultati druge studije ukazali su da ne postoji genetski determinisano
smanjenje insulinske senzitivnosti, koje bi predisponiralo osobu da dobije T1D (388). Pokazano
je smanjenje i insulinske sekrecije i odnosa insulinska senzitivnost/insulinska sekrecija u
predijabetesnih blizanaca koji su razvili T1D, ali s obzirom da iste promene nisu registrovane u
identi¢nih blizanaca koji nisu razvili dijabetes, sugeriSe se da ove promene nisu genetski
determinisane. Ovi nalazi ukazuju da patogeni proces koji uzrokuje T1D najverovatnije nije
posledica nasledenog defekta insulinske sekrecije ili senzitivnosti, ali rezultati ne iskljuc¢uju
druge faktore koji mogu ubrzati progresiju oboljenja ili potencirati metabolicku
dekompenzaciju. Ne moze se iskljuciti pretpostavka da senzitivnije tehnike za determinisanje
insulinske senzitivnosti i sekrecije mogu detektovati manje promene u onih blizanaca koji nisu
razvili T1D, a poznato je da osobe sa prisutnim autoantitelima pokazuju Sirok spektar klinickih
1 metabolickih fenotipova (217,389).

Do danas su u pokuSaju prevencije T1D koriS¢eni razli€iti agensi koji bi trebalo da
moduliraju insulinsku sekreciju i/ili senzitivnost, a velika diskusija je vodena o efektima
nikotinamida na B c¢elijsku funkciju (390). Naime, u istrazivanju je u kojem je ucestvovalo
preko 1000 rodaka pokazano je da je oralno dati nikotinamid protektivno delovao na B ¢elijsku
funkciju i preventivno na ispoljavanje T1D u ICA" prvih rodaka. Istovremeno, Elliott i Chase
(391) publikovali su u studiju u kojoj su pokazali da je oralna primena nikotinamida smanjila
incidencu T1D. Medutim, u German-Austrian Nicotinamide trial (DENIS) (77) nije pokazan
efekat nikotiamida ni na beta ¢elijsku funkciju ni na incidencu T1D. Pokazano je da je u
zdravih ICA" PR pacijenata sa T1D registrovan porast nivoa insulinske rezistencije nakon 2
nedelje tretmana sa nikotinamidom i da je ovaj nalaz bio povezan sa ocekivanim porastom u
insulinskoj sekreciji (392). Smatra se da je mehanizam dejstva nikotinamida zastita 3 ¢elija od
efekata imune agresije, a ne moduliraju¢e dejstvo na antitela. U tom smislu, nikotinamid bi
delovao protektivno u odnosu na celularni imuni odgovor preko 3 mehanizma: scavenging
(blokiranje) slobodnih kiseoni¢nih radikala produkovanih preko aktiviranih makrofaga,
nishodnom regulacijom citokinima indukovane inducibilne NO sintaze u beta Cceliji, i
redukovanja Stete nastale preko NO, i inhibirajuéi poli-adenin-riboza polimeraze (PARP), i na
taj nacin izbegavajuci destruktivan efekat ekscesivne popravke DNA u oSte¢enom genetskom

materijalu (77,390).
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I najzad, novije studije ukazale su na znacaj B- celijske glukozne senzitivnosti, kao
prediktora za ispoljavanje T1D. Naime, B-Celijska glukozna senzitivnost bi se graficki mogla
predstaviti kao kriva odnosa izmedu stope insulinske sekrecije 1 nivoa plazma glikemije, koja
bi, kod progresora ili osoba sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D koji ¢e 1 progredirati u
manifestni T1D, bila zna¢ajno manjeg nagiba ili niza u poredenju sa neprogresorima (393) . U
tom smislu, pokazano je da je ispad u B-¢elijskoj glukoznoj senzitivnosti rani defekt u toku
T1D, odnosno, da u najranijoj fazi poredenja progresora i neprogresora, nije bilo razlike u
nivou insulinske sekrecije i insulinske senzitivnosti, ali je registrovana znacajno smanjena [3-
¢elijska glukozna senzitivnost u progresora. U daljem toku, u progresora je porast glikemije
korelirao sa padom insulinske senzitivnosti uz dodatno pogorSanje B celijske glukozne
neosetljivosti, zajedno sa padom nivoa insulinske sekrecije. Drugim re¢ima, putanje glikemije 1
B-¢elijske funkcije su pomerene jedna u odnosu na drugu za 6—8 meseci, tokom kojih se ni
apsolutna insulinska sekrecija, ni insulinska senzitivnost ne menjaju primetno i znacajno, a
jedino gubitak [-¢elijske glukozne senzitivnosti predstavlja znaCajan akcelerator za
hiperglikemiju u osoba sa visokim rizikom koje ¢e brzo progredirati u T1D (393).

Medutim, postoje 1 podaci koji sugeriSu da porast glikemije u predijabetesnom periodu
nije linearan, ve¢ veoma varijabilan, i da se u osnovi tih fluktuacija glikemija nalaze kako rani
ispad u insulinskoj sekreciji tako i pad nivoa insulinske senzitivnosti tokom preklinickog
razvoja T1D (394).

U tom smislu, povezanost B-Celijske glukozne nesenzitivnosti 1 glikozne tolerancije
sama po sebi ne znaci i uzrocno posledi¢nu vezu: primarni -Celijski defekt moZze uzrokovati
gubitak glikozne tolerancije ali moZe biti 1 posledica toksi¢nog efekta blage ali prisutne
hiperglikemije na B-Celiju. Istovremeno, primarni B-Celijski defekt moze biti posledica kako
smanjenja njihovog broja tako i smanjenja njihove funkcionalnosti, ili udruzenog poremecaja, a
in vivo odredivanje B-celijske glukozne senzitivnosti ne omogucava distinkciju izmedu ova dva
defekta. U tom kontekstu, u osoba koje ¢e ispoljiti dijabetes, tip 1 ili tip 2, mora biti
poremeceno nekoliko faktora koji kontroliSu glikoznu toleranciju, $to je u osnovi tkzv kriticnog
stanja nestabilnosti. U takvim uslovima, faza tranzicije moze biti zapoceta malim promenama u
kontrolnim varijablama koje veoma brzo nastaju. Paradigma nestabilnosti se u patogenezi T1D
zasniva na znaajnoj promeni u broju B-Celija, makrofaga i Th limfocita, koja za krajnju
posledicu ima perzistentnu eliminaciju -¢elija, $to je u osnovi shvatanja da je ispoljavanje T1D
vezano za dinamiCan proces nestabilnosti viSe faktora a ne samo jednog pojedinacnog

etioloskog faktora (393,395).
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U celini, rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da vrPR imaju niZe nivoe FPIR, porast
CXCR3" Thl, sniZen nivo CCR4" Th2 i CD25"e" Treg limfocita, bez promena u insulinskoj
senzitivnosti, dok su kod pacijenata sa NT1D slicne promene bile udruZzene sa smanjenjem
insulinske senzitivnosti. Nasi nalazi bi mogli ukazivati da inicijalne promene u toku T1D
ukljucuju proinflamatarni imuni odgovor, udruzen sa ranim padom u insulinskoj sekreciji, koji
ne utice na insulinsku senzitivnost, dok su kasnije u toku bolesti, promene u insulinskoj

senzitivnosti, najverovatnije posledica znac¢ajnog smanjenja insulinske sekrecije.

130



Zakljucci

6.ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljuccei:

1.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, postoji

porast nivoa proinflamatornog Th1 autoimunskog odgovora.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, utvrden
je vi§i nivo CD4'CXCR3" memorijskih T limfocita, proinflamatorne Thl
subpopulacije, u odnosu na prve rodake sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D,
kontrolne ispitanike i pacijente sa N-T1D u IZS i KR.

b. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, utvrden
je visi nivo intenziteta fluorescence CXCR3 receptora, u odnosu na prve rodake sa
niskim rizikom za ispoljavanje T1D, kontrolne ispitanike i pacijente sa N-T1D u
IZS i KR.

c. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D nivo IP-
10, Th1 hemokina i liganda za CXCR3 receptor, je znacajno visi u odnosu na prve
rodake sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike, a slican nivou

utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR.

U pacijenata sa N-TID u IZS na pocetku bolesti intenzitet proinflamatornog Thl
autoimunskog odgovora opada, i ne menja se znac¢ajno u daljem toku bolesti.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U pacijenata sa N-T1D u IZS utvrden je znadajno nizi nivo CD4 CXCR3" T
memorijskih limfocita, u odnosu na kontrolne ispitanike, slican nivou utvrdenom u
pacijenata sa T1D u KR bolesti.

b. U pacijenata sa N-T1D u IZS utvrden je znacajno nizi nivo intenziteta fluorescence
CXCR3 receptora, u odnosu na kontrolne ispitanike, slican nivou utvrdenom u

pacijenata sa T1D u KR bolesti.
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C.

U pacijenata sa N-T1D u IZS, nivo IP-10, liganda za CXCR3 receptor, je znacajno

visi u odnosu na kontrolne ispitanike, i slican nivou utvrdenom u pacijenata sa T1D u

KR bolesti.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, postoji

smanjenje nivoa antiinflamatornog Th2 autoimunskog odgovora.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, utvrden
je znadajno nizi nivo CD4'CCR4" T memorijskih limfocita, antiinflamatorne Th2
subpopulacije, u odnosu na prve rodake sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D i
kontrolne ispitanike, i slican nivou utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, utvrden
je znacajno nizi nivo intenziteta fluorescence CCR4 receptora, u odnosu na prve
rodake sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike, i slican nivou
utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D nivo
TARC, Th2 hemokina i liganda za CCR4 receptor, je znac¢ajno visi u odnosu na prve
rodake sa niskim rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike a sli¢an nivou

utvrdenom u pacijenata sa N-T1D u IZS 1 KR.

U pacijenata sa N-T1D u IZS na pocetku bolesti intenzitet antiinflamatornog Th2

autoimunskog odgovora opada, i ne menja se znacajno u daljem toku bolesti.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a.

U pacijenata sa N-T1D u IZS prisutan je znadajno nizi nivo CD4 CCR4™ T
memorijskih limfocita, u odnosu na kontrolne ispitanike, sli¢an nivou utvrdenom u
pacijenata u KR bolesti.

U pacijenata sa N-T1D u IZS prisutan je znacajno nizi nivo intenziteta fluorescence
CCR4 receptora, u odnosu na kontrolne ispitanike, slican nivou utvrdenom u
pacijenata u KR bolesti

U pacijenata sa N-T1D u IZS, nivo TARC, liganda za CCR4 receptor, je znacajno
vi$i u odnosu na kontrolne ispitanike, i sli€an nivou utvrdenom u pacijenata sa T1D

u KR bolesti.
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5. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, postoji
smanjenje nivoa supresorskog T regulatornog imunskog odgovora.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nivo
CD4'CD25"" T limfocita je znacajno nizi u odnosu na prve rodake sa niskim
rizikom za ispoljavanje T1D, kontrolne ispitanike i pacijente sa N-T1D u IZS i KR.

b. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nivo
TGFP, pokazatelja funkcionalnosti subpopulacije T regulatornih limfocita, je slican
nivou utvrdenom u kontrolnih ispitanika 1 zna¢ajno visi u odnosu na pacijente sa N-

T1D u IZS i KR bolesti.

6. U pacijenata sa N-T1D u IZS nivo supresorskog T regulatornog imunskog odgovora je
osteen na pocetku bolesti, dominantno u smislu funkcionalne iscrpljenosti T reg
limfocita, i ne menja se znacajno u daljem toku bolesti.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U pacijenata sa N-T1D u IZS utvrden je nizi nivo CD4°CD25"¢" T limfocita u
odnosu na kontrolne ispitanike, ali bez statisticke znacCajnosti, i1 sli¢an nivou
utvrdenom u pacijenata sa T1D u KR bolesti.

b. U pacijenata sa N-T1D u IZS i u KR bolesti, nivo TGFf je znacajno nizi u odnosu

na kontrolne ispitanike.

7. U prvih rodaka pacijenata sa T1D nije utvrdena povezanost izmedu rizika za
ispoljavanje bolesti, klinicke manifestacije bolesti i promene ukupnog broja
induktorskih, supresorskih/citotoksi¢nih i memorijskih T limfocita.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U prvih rodaka pacijenata sa TID nije utvrden poremecaj ukupnog broja
induktorskih CD4" i supresorskih/citotoksiénih CD8" T limfocita i memorijskih
CD4'CD45RO" T limfocita u odnosu na kontrolne ispitanike, pacijente sa N-T1D u
IZS 1 KR bolesti.
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8.

10.

U prvih rodaka pacijenata sa TID sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nije

utvrdena povezanost izmedu celularnih i humoralnih parametara autoimunosti.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nije
utvrdena znaGajna povezanost izmedu nivoa subpopulacija CD4 CXCR3",
CD4"CCR4" memorijskih T limfocita i CD4"CD25"" T limfocita i nivoa antitela
specificnih za antigene beta ¢celija, GAD 1 1A2.

b. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nije
utvrdena znacajna povezanost izmedu nivoa IP-10, TARC i TGFp i nivoa antitela

specificnih za antigene beta celija, GAD 1 IA2.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, utvrdeno je

snizenje nivoa prve faze insulinske sekrecije, koja je jo§ uvek u granicama normale

predvidene za tu starosnu dob, dok u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR postoji znacajan
gubitak u prvoj fazi insulinske sekrecije.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nivo
prve faze insulinske sekrecije je znacajno nizi u odnosu na prve rodake sa niskim
rizikom za ispoljavanje T1D i kontrolne ispitanike, i znacajno visi u odnosu na
pacijente sa N-T1D u IZS 1 KR, ali jos uvek u granicama normale predvidene za tu
starosnu dob

b. U prvih rodaka pacijenata sa T1D, utvrdeno je da je nivo prve faze insulinske
sekrecije znacajno nizi u odnosu na kontrolne ispitanike i znacajno visi u odnosu na
pacijente sa N-T1D u IZS 1 KR, ali jos uvek u granicama normale predvidene za tu

starosnu dob.

U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nije bilo
ispada u nivou insulinske senzitivnosti, dok je u pacijenata sa N-T1D u IZS i KR nivo
insulinske senzitivnosti bio zna¢ajno narusen.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

134



Zakljucci

a. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nivo
insulinske senzitivnosti je slican nivou utvrdenom u prvih rodaka sa niskim rizikom
za ispoljavanje T1D i kontrolnih ispitanika, ali znac¢ajno visi u odnosu na pacijente
saN-TID uIZS i KR.

b. U prvih rodaka pacijenata sa T1D, nivo insulinske senzitivnosti je znac¢ajno visi u
odnosu na pacijente sa N-T1D u IZS i KR, dok je nivo insulinske senzitivnosti u

pacijenata sa N-T1D u IZS i KR znacajno nizi u odnosu na kontrolne ispitanike .

11. U prvih rodaka pacijenata sa TID sa visokim rizikom za ispoljavanje T1D, nije
utvrdena povezanost izmedu metabolickih 1 imunoloskih parametara.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

a. U prvih rodaka pacijenata sa T1D sa visokim rizikom za ispoljavanjem T1D, nije
utvrdena znaCajna povezanost kako nivoa insulinske sekrecije tako i1 nivoa
insulinske senzitivnosti i nivoa subpopulacija CD4'CXCR3", CD4'CCR4" T
memorijskih limfocita 1 CD4"CD25"€" T limfocita.

12. Binarna logisticka regresiona analiza koju smo primenili na nase podatke pokazala je da
su nivoi CXCR3" i CCR4" T memorijskih ¢elija, uz nivo hemokina IP-10, nezavisni

prediktori za rizik, kako visok tako i nizak, u zdravih prvih rodaka pacijenata sa T1D.
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U celini, u prvih rodaka pacijenata sa T1D, sa visokim rizikom za nastanak
oboljenja, rizik za ispoljavanje bolesti je povezan sa porastom nivoa proinflamatorne Thl
subpopulacije CXCR3™ T memorijskih limfocita i hemokina IP-10, uz istovremeno
sniZenje nivoa dve subpopulacije, antiinflamatorne Th2 subpopulacije CCR4" T

high T Jlimfocita,

memorijskih limfocita i regulatorne supresorske subpopulacije CD4"CD25
§to ukazuje da bi poremeéaj nivoa, odnosa i funkcionalnosti ovih CD4" subpopulacija T
limfocita mogao predstavljati potencijalnu metu za preventivne intervencije u fazi
predijabetesa. Istovremeno, prvi rodaci pacijenata sa T1D, sa visokim rizikom za
nastanak oboljenja, imaju niZi nivo prve faze insulinske sekrecije i nemaju poremeéaj u
nivou insulinske senzitivnosti.

U okviru ovog rada, komplementarna istraZivanja su pokazala da je rizik za
ispoljavanje T1D, znacajno povezan sa predominacijom proinflamatornog Thl i
sniZenjem Th2 autoimunskog odgovora, uz defekte u broju regulatornih T limfocita, Sto

ukazuje na dinamican, kompleksan i viSestruki poremeéaj na nivou odnosa razli¢itih

imunskih mehanizama koji bi mogao biti u osnovi razvoeja T1D.
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SKRACENICE

APC - antigen prezentujuée celije

DPT-1 — Diabetes Prevention Trial Type 1 Diabetes

ENDIT - The European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial

FPIR- first phase of insulin response (prva faza insuinske sekrecije)

GAD - antitela na glutamat deksrboksilazu

HLA — human leukocite antigen (humani leukocitarni antigen)

[A2 - antitela na tirozin fosfatazi slican molekul

IAA — insulinska antitela

ICA —islet cell antibody (antitela na ¢elije pankreasnih ostrvaca)

[FNy — interferon y

IL-1 — interleukin 1

IL-4 — interleukin 4

IVGTT-intravenski test tolerancije na glukozu

IZS — insulin-zavisno stanje

KR- klini¢ka remisija

LADA- latent autoimmune diabetes in adults (autoimuni dijabetes u odraslih)
Ly — limfociti

MF — makrofazi

MHC- Major Histocompatibility Complex (glavni kompleks histokompatibilnosti)
nr PR- prvi rodaci pacijenata sa tipom 1 dijabetesa sa niskim rizikom za ispoljavanje bolesti
N-T1D — novootkriveni tip 1 dijabetesa

OGTT - oralni test tolerancije na glukozu

PR- prvi rodaci pacijenata sa tipom 1 dijabetesa

T1D —tip 1 dijabetesa

TCR - T ¢elijski receptor

TGFp — transforming growth factor B (transformisuci faktor rasta )

vr PR- prvi rodaci pacijenata sa tipom 1 dijabetesa sa visokim rizikom za ispoljavanje bolesti
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Mpunor 1.

WUsjaBa o ayTopcTBy

MoTnucaHu-a TA bhA M UAUYY K

6poj ynuca

UzjaBrbyjem
[a je [okTopcka AvcepTauuja nog HacnoBom
, ABAAUI NOPEMERAIA (ENGN7AAKMIA | AUH Ao KuTh,

NPhux  Pob4td NARUIEAATA (A TUNOM 7] AYOIAKETECA KAO
MAPLEPa  PASUKA 3A DBAGGAHAK. BOAFCIL ©

® pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXxuBaykor paaa,

e [anpennoxeHa auceprauuja y LenuHW HA Y AenoBuMa Huje buna npegnoxexa
3a pobujake Buno koje AunnoMe npema CTYAWjCKAM nporpamuma Opyrux
BWCOKOLLIKOIICKWX YCTaHOBa,

& [1a cy pesynTaTu KOPeKTHO HaBeaeH! U1

e [a HACaM KpluWo/ra ayTopcka NpaBa W KOPUCTUO WMHTENEKTYarnHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTtnuc gokropanpa

ﬁp@ 1 MLL-{W\Z,{'

Y Beorpagy, 1§. 10. 2043 .
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MNMpwunor 2.

Msjéaa O UCTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNneKTPoOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Tlﬁrbﬂc )\/] WAM U R

Wme v npesume ayTtopa

bpoj ynuca

Cryawvjcku nporpam

Auaants NoPENERAA LY ENeOyAs huoh | AMGs G LUTA
NPEUK e ACA MARKIE Hae Ca- TUNOH /] Aud4pEltThH  KAD
MeHTop hAaPKEPs  PUIUAS 24 bAcamn.  BoAFeAn 4

Nrodo 4p Pgrvjoa M. Asruk
MoTnucaxu TATPM My MAY K

Hacnoe papa

W3jaBrbyjemM Aa je wramnaHa Bepawja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHa enekTPOHCKO]
Bepauju kojy caMm npepao/na 3a objasrbuBakee Ha noprtany [Ourutandor
peno3uTopujyma YHuBepauteta y Beorpagy.

[ossorsaBam aa ce objaBe MojU NUYHM noAauM BesaHwn 3a Aobujarse akapgemckor
3Barba [OKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UMe U npe3vMe, roguHa U MecTo pofiersa U aatym

onbpaHe paga.

OBM nNWYHW nojaun Mmory ce o6jaBATM Ha MpexHUM CcTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory U y nybnukauujama YHusepauterta y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

.%&01 LA / LL{,\/W g,vé——

e AP, N9 2043.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh* ga y [durutanHu
penoauTopujyMm YHuBepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy nog
HACMNOBOM:

‘ Poramls  foPEMERAZA CHE o YA n O3 ’/;\mncﬂm%m NYEAX.
fo 5ars Naaud€hama Ca ThiloM /) JudxSFTECA ka0 MATKEPA

Phinis a4 BAAMAK  PYAguy 7
Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[vcepTauujy ca cBUM NpunosuMa npeaao/na cam y enekTpoHckoM chopMaTy NorogHoM
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy poxTopcky aucepTtauujy noxpatbeHy y [lurutanHn penosutopujym YHusepauteta
y Beorpagy Mory fa kopucTe CBU Koju nowTyjy ogpeabe caapxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4yuo/na.

1. AyTopcTeo
@ AyTOpPCTBO - HEKOMEpPLUjanHo
3. AyTopcTBO — HekomepLujanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCTBO — HeKOMepUUjanHo — AenuTu Nnoa UCTUM ycrosumMa
5. AytopcTeo — Gea npepage
6. AyTOpCTBO — OENWTU NOA UCTUM YCroBUMa

(MonuMo Aa 3a0KpyXuTe camo jedHy of LUecT NoHyReHUX NULEHUM, KpaTak Ofuc
NUUEHUM AaT je Ha nonefuHU NUCTa).

MoTnuc nokTopaHpa

Y Beorpagy, /LT e . QA8 /g\
GX)L,?\ M/‘VM %V%‘

175



1. AytopcTeo - [lo3BorbaBaTte YMHOXaBawe, AUCTpUBYUMjy U jaBHO caonluTaBaxke
nena, v npepage, ako ce Haeefe vMe ayTopa Ha HauwH oapeheH o cTpaHe ayTopa
WNW aBaola NULEHLe, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcrobofHuja oa CBMX
NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3sorbaBarte yMHOXKaBawe, ANCTpubyumjy u jaBHo
caonwiTaBarke Aena, U npepaje, ako ce Hasede UMe ayTtopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe aytopa unu aasaoua nuueHue. Oea nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3sorbasate yYMHOXaBake,
avctpubyuujy n jaBHo caonwrasawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara wnK
ynotpebe gena y cBom geny, ako ce HaBege MMe aytopa Ha HauvH oapefeH of
cTpaHe ayTopa unv gasaocua nvueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepumjanHy
ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe ocTane fvueHLe, 0BOM NULEeHLOM ce orpaHvWyasa
Hajsehun 0bum npasa kopuwheta aena.

4. AyTOpcTBO - HekoMmepuujanHo — AenuTv noj ucTim ycnoeuma. [losBorbasates
yMHOXaBarse, aucTpubyuujy v jaBHo caonwtaeake fena, v npepaae, ako ce Hasefe
MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH of CTpaHe ayTtopa Wnu AaBaoua nuleHue U ako ce
npepaga Auctpubyupa noj WCTOM MMM cnuMdHOoM nuueHuom. Oa nuueHua He
[o3BorbaBa komepuwujanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepapge. [osBorbaBarte yMHoXasake, AUMCTpUByuujy U jaBHO
caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoeawa unu ynotpebe aena y ceoM geny,
aKko ce Haeseae MMe ayTopa Ha HauuH oapefleH of cTpaHe aytopa wnu Jasaoua
nuueHue. Osa nUueHua Ao3sorbasa KomepumjanHy ynotpeby nena.

6. AyTopcTBO - AenuTM nog WMCTMM  ycnosuma. [lossorbasarte  YMHOXaBamse,
aucTpubyumjy K jaBHO cacnwTaBsame Aena, M npepage, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha
HayuH oppefeH of cTpaHe ayTopa WnNu Aaeaoua nuUeHUe W ako ce npepaga
auctpubynpa nog WCTOM  MnWM cnudHom  nuueHuom. Osa nuueHua [J03BoIbaBa
KomepumjanHy ynotpeby aena u npepaga. CnuyHa je codTBEepckMM nuueHuama,
OHOCHO NULEHUamMa OTBOPEHOr Koaa.
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