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STRESZCZENIE/ABSTRACT

Wstep. Cukrzyca typu 1 jest chorobg o podiozu autoimmunizacyjnym, w ktdrej w inicjacji jak i modulowaniu
odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko antygenom komorek  wysp trzustkowych wazng role odgry-
waja m.in. komorki dendrytyczne (DC). Celem naszego badania byta ocena krazacych komorek dendrytycznych mie-
loidalnych (mDC) i plazmacytoidalnych (pDC) u dzieci z cukrzycg typu 1 przed i po roku stosowania analogu wi-
taminy D3 (Alfadiol) w obu badanych grupach oraz poréwnujac do grupy dzieci zdrowych. Material i metody.
Badaniami objeto grupe 90 dzieci w wieku $rednio 8,75 + 3,13 lat ze $wiezo rozpoznang cukrzyca typu 1, ktore lo-
sowo wigczono do 2 grup (otrzymujacych analog witaminy D3 lub nie) i poddano rocznej obserwacji. U wszystkich
dzieci oceniono dwukrotnie poziom 25(OH) D3, c-peptydu oraz przeciwciata a-GAD i a-IA2 oraz badane popula-
cje komorek przy pomocy cytometrii przeptywowej. Grupe odniesienia stanowito 15 zdrowych dzieci. Analizowa-
no odsetek niedojrzatych DC mieloidalnych BDCA-1+/CD19- i plazmacytoidalnych BDCA-2+/CD123+ . WyniKki.
U 72% dzieci, ktore otrzymywaty Alfadiol, oraz u 50% bez Alfadiolu stwierdzono wzrost lub utrzymywanie si¢ war-
tosci c-peptydu w ciggu rocznego monitorowania w porownaniu z warto$ciami wyjsciowymi. We krwi dzieci chorych
na cukrzyce typu 1 nieotrzymujacych Alfadiolu stwierdzono $redni odsetek mieloidalnych DCs wynoszacy 0,79%
i istotnie wyzszy (p<0,05) niz w grupie dzieci zdrowych (0,26%). Natomiast nie stwierdzono réznic dotyczacych
odsetka komorek BDCA 1+ pomigdzy grupg otrzymujaca Alfadiol a grupg kontrolng. Odsetek komorek plazmacy-
toidalnych nie roznit si¢ istotnie pomiedzy badanymi grupami. Przeanalizowano dynamike zmian odsetka badanych
subpopulacji DC w relacji do stanu wyjSciowego (§wiezo rozpoznana cukrzyca). Wnioski. Wykazane rdznice analizo-
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wanych parametréw i1 populacji komoérek uktadu immunologicznego zachecaja do bardziej szczegotowej analizy za-
obserwowanych zalezno$ci, bowiem wydaja si¢ wskazywac na pewne pozytywne elementy stosowanego analogu wi-
taminy D3 u dzieci z cukrzyca typu 1. Endokrynol. Ped. 11/2012;4(41):9-16.

Background. Type 1 diabetes is a disease of autoimmune pathogenesis in which dendritic cells (DC) plays an
important role in the initiation and modulation of immune response against antigens of pancreatic islet B cells. The
aim of our study was to evaluate circulating myeloid dendritic cells (mDC) and plasmacytoid dendritic cells (pDC)
in children with type 1 diabetes before and after application of the vitamin D3 analogue (Alfadiol) in both groups
and compared to a group of healthy children. Materials and methods. The study group comprised 90 children, mean
age 8,75 £ 3,13 years, with newly diagnosed type 1 diabetes who were randomly enrolled into two groups (treated
with vitamin D3 analogue or not) and subjected to annual follow-up. In all children were assessed twice the level of
25 (OH) D3, C-peptide and anti-GAD and anti-IA2 antibodies and cell subpopulations were examined using flow
cytometry. The reference group consisted of 15 healthy children. We analyzed the percentage of immature myeloid
DC BDCA-1 +/ CD19-and plasmacytoid BDCA-2 + / CD123 +. Results. In 72% of children who received Alfadiol
and in 50% without Alfadiol, an increase or maintain the value of C-peptide during the annual monitoring as compared
with baseline values was observed. In the blood of children with type 1 diabetes not receiving Alfadiol the average
percentage of myeloid DCs was 0.79% and was significantly higher (p <0.05) than in healthy children (0.26%).
However, there were no differences in the percentage of BDCAT1 + cells between the group receiving Alfadiol and
a control group. The percentage of plasmacytoid cells did not differ significantly between groups. The dynamics of
changes in the percentage of DC subsets in relation to baseline (newly diagnosed diabetes) was analyzed. Conclusions:
The demonstrated differences of the analyzed parameters and the population of immune system cells encouraging
more detailed analysis of the observed dependence, because they seem to indicate certain positive elements of used

vitamin D3 analogue in children with type 1 diabetes. Pediatr. Endocrinol. 11/2012;4(41):9-16.

Wstep

Cukrzyca typu 1 jest chorobg o podtozu autoim-
munizacyjnym, w ktorej odpowiedz immunologicz-
na skierowana przeciwko antygenom komorek 3
wysp trzustkowych doprowadza do ich zniszczenia
i bezwzglednego niedoboru insuliny. W jej patoge-
nezie biora udziat czynniki genetyczne [1] i immu-
nologiczne, poczawszy od zaburzenia centralnych
mechanizmoéw autotolerancji [2] poprzez aktywacje
komorek dendrytycznych (DC) , ktére w lokalnych
weztach chtonnych aktywuja autoreaktywne lim-
focyty T [3,4], do zaburzenia immunoregulacji ze
strony limfocytéw T regulatorowych (Treg) [5].

Przeprowadzone liczne badania oceniajg im-
munomodulacyjne wilasciwosci witaminy D 1 jej
analogow, podejmowane sg proby wykorzysta-
nia preparatow witaminy D w prewencji 1 lecze-
niu chordb o podtozu autoimmunologicznym, m.in.
cukrzycy typu 1 [6-8]. Aktywna forma witaminy D,
(1,25(0OH),D,) wywiera dziatanie immunomodula-
cyjne poprzez swoiste receptory jadrowe (VDR)
obecne w wielu komoérkach uktadu odpornosciowe-
go (makrofagi, komorki dendrytyczne, aktywowa-
ne L iL,) [9-12].

Komorki dendrytyczne (DC) uwazane sg za wy-
specjalizowane komorki prezentujace antygen. Ich
rolg jest * aktywacja zarbwno odpowiedzi komor-
kowej, jak 1 humoralnej ¢ indukcja odpowiedzi

przeciwwirusowej, bakteryjnej, nowotworowej
* indukcja tolerancji immunologicznej * cytotok-
syczno$¢? Tworza heterogenng grupe komorek od
prekursorowych stwierdzanych w szpiku, niedojrza-
tych DC — w narzadach nielimfatycznych, poprzez
migrujace DC — obecne w limfie i krwi oraz dojrza-
te DC — stwierdzane w narzadach limfatycznych.
Komoérki dendrytyczne dostgpne badaniom we krwi
obwodowej roznig si¢ fenotypem oraz funkcja.
Wyrdznia si¢ komorki dendrytyczne mieloidalne
(mDC) o fenotypie: BDCA1+, BDCA3+, CD1lc+,
CD13+, CD33+, plazmacytoidalne (pDC)o fenoty-
pie: BDCA2+, BDCA4+, CD4+, CD10+, CD123+,
CDl11c- oraz grudkowe [13].

Celem pracy byt ocena krazacych komorek den-
drytycznych mieloidalnych (mDC) i plazmacyto-
idalnych (pDC) u dzieci z cukrzyca typu 1 przed
1 po roku stosowania analogu witaminy D3 (Alfa-
diol-Alfakalcidol) w poréwnaniu do grupy dzieci
zdrowych.

Materiat i metody

Grupe badawcza stanowilo 90 dzieci w wie-
ku 2-17 lat ($rednia 8 8/12) ze $wiezo rozpozna-
ng cukrzyca typu 1. Losowo zakwalifikowano je do
2 grup: 43 dzieci otrzymujacych analog witaminy
D3 oraz 47 nieotrzymujacych analogu witaminy D3.
Material biologiczny pobierano po wyprowadzeniu
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z ketozy i1 uzyskaniu wzglgdnego wyrownania gli-
kemii (1-2 tydzien po rozpoznaniu cukrzycy) oraz
po roku obserwacji. Grup¢ kontrolng stanowito 15
zdrowych rowiesnikow.

Wszystkie osoby w czasie badan oraz w okresie
miesigca poprzedzajgcego badania nie wykazywa-
ly cech infekcji, nie przyjmowaty lekéw majacych
wplyw na uktad immunologiczny, nie miaty tez wy-
konywane;j transfuzji krwi. Z badan zostaty wyklu-
czone osoby podajace w wywiadzie choroby aler-
giczne.

Protoko6l badania zostal zaakceptowany przez
Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie. Pacjenci oraz ich rodzice wyrazili zgo-
de na badania i obserwacje.

U badanych dzieci oznaczano poziom 25(OH)D3
przy pomocy metody elektrochemiluminescencji
w analizatorze Elecsys 2010, poziom c-peptydu me-
toda elektrochemiluminescencji dla posredniej oce-
ny funkcji jeszcze czynnych komoérek beta wysp
trzustki oraz miano przeciwciat przeciw dekarbok-
sylazie kwasu glutaminowego (a-GAD) i przeciw
fosfatazie tyrozyny (IA2) metodg ELISA firmy Im-
munotech, $wiadczacych o podtozu autoimmunolo-
gicznym cukrzycy.

Wsrod parametrow immunologicznych: odsetek
niedojrzaltych DC mieloidalnych BDCA-1+/CD19-
oraz odsetek niedojrzatych DC plazmacytoidalnych
BDCA-2+/CD123+ poddanych analizie w cytome-
trze przeptywowym przy pomocy programu Cel-
1Quest.

Izolacja komorek mononuklearnych

z krwi obwodowej

Krew obwodowa rozcienczono zbuforowanym
roztworem soli fizjologicznej — PBS bez soli wap-
nia i magnezu (Biochrome AG, Niemcy) w propor-
cji 1:1. Rozcienczong krew nawarstwiono na pre-
parat Gradisol L (Aqua Medica, Polska) o cigzarze
wiasciwym 1,077 g/ml. Komorki wirowano w gra-
diencie gestosci przez 20 min. przy przyspieszeniu
700 xg. Uzyskane komorki plukano dwukrotnie w
roztworze PBS bez Ca* i Mg?*. Nastepnie oceniono
ich ilos¢ w komorze Neubauera i zywotno$¢ za po-
mocg blekitu trypanu (0,4% Trypan Blue Soulution,
Sigma, Niemcy). Zywotno$¢ ponizej 90% dyskwa-
lifikowata komorki z dalszych badan.

Ocena krazacych komorek dendrytycznych

Wyizolowane komorki mononuklearne wyptu-
kano dwukrotnie w buforze PBS bez Ca?" i Mg*
z dodatkiem 0,5% albuminy bydlegcej (BSA) (Sig-

ma-Aldrich, Niemcy) oraz 2mM EDTA (Sigma-Al-
drich, Niemcy). Komorki zawieszano w wyzej opi-
sanym buforze w ilosci 80ul na 107 komorek oraz
dodawano 20ul FcR Blocking Reagent (Miltenyi
Biotec, Niemcy) w celu wykluczenia niespecy-
ficznego wigzania przeciwciat przez fragment Fc.
Nastepnie dodawano 10ul przeciwciat na 107 ba-
danych komoérek wedtug nastepujacych kombina-
cji: anty-BDCA-1 (CDlc) FITC (Miltenyi-Biotec,
Niemcy)/anty-CD19 CyChrome (BD Pharmingen,
USA) (Izotyp IgG /IgG,), anty-BDCA-2 (CD303)
FITC (Miltenyi-Biotec, Niemcy)/anty CD123 PE
(Becton Dickinson, USA) (Izotyp IgG,/IgG,) i inku-
bowano przez 10 min. w tem. 4°C w ciemnosci. Po
uptywie tego czasu dodawano 2 ml buforu i wirowa-
no komorki przez 10 min. przy przyspieszeniu 300
xg w tem. 4°C. Po odwirowaniu i ostroznym zla-
niu supernatantu komorki podawano natychmiasto-
wej analizie w cytometrze przeptywowym. Przy po-
mocy programu CellQuest analizowano odsetek nie-
dojrzatych komoérek dendrytycznych mieloidalnych
BDCA-1+/CD19- i plazmacytoidalnych BDCA-2+/
CD123+ ws$r6d mononuklearnych leukocytow.

Bankowanie komdrek

Proces zamrazania przeprowadzony byt w taz-
ni lodowej. Medium do zamrazania sktadato si¢
z RPMI 1640 (Biochrome AG, Niemcy) z dodat-
kiem 10% ludzkiej albuminy (Baxter, USA) i 10%
DMSO (ICN Polfa Rzeszow, Polska). Do 1 ml me-
dium dodawano po 20 x 10°komoérek. PBMC prze-
chowywano w parach ciektego azotu. Zamrozo-
ne komorki przenoszone byly do tazni wodnej
o tem. 37°C, gdzie stopniowo dodawana byta po-
zywka RPMI 1640 z dodatkiem 10% ludzkiej al-
buminy. Nastepnie komoérki odwirowano przy ob-
rotach 700 xg przez 10 min., okreslono zywotnos¢
przy uzyciu biekitu trypanu, zawieszono w odpo-
wiednim buforze i przygotowano do oznaczanie
odsetka limfocytéw Treg. Jednocze$nie przeprowa-
dzano standardowe kliniczne monitorowanie prze-
biegu cukrzycy (badanie lekarskie, ocena glikemii,
ketonemii, glikacji biatek, dobowego zapotrzebo-
wania na insuling oraz monitorowanie rownowagi
wapniowo-fosforanowej).

Analiza statystyczna

Analizg statystyczng otrzymanych wynikow
przeprowadzono przy pomocy programu Stati-
stica 7.0 PL. Zgodnos$¢ rozktadu poszczegdlnych
zmiennych w obrebie grup z rozktadem normalnym
sprawdzono przy pomocy testu W Shapiro-Wilka.
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Poniewaz badane zmienne nie miaty rozktadu nor-
malnego, do analizy uzyto testow nieparametrycz-
nych U Manna Whitneya do oceny rdznic pomig-
dzy grupami. Otrzymane wyniki przedstawiono
jako: mediang oraz warto$§¢ najmniejszg szeregu
statystycznego (Min.) oraz warto$¢ najwigksza sze-
regu statystycznego (Maks.). Wyniki jako istotne
statystycznie przyjmowano przy poziomie istotno-
$ci p<0.05.

Wyniki

U 72% dzieci, ktore otrzymywaty Alfadiol, oraz
u 50% bez Alfadiolu stwierdzono wzrost lub utrzy-
mywanie si¢ wartosci c-peptydu w ciggu rocznego
monitorowania w poréwnaniu z wartosciami wyj-
sciowymi. W naszych badaniach przeanalizowali-
$my odsetek krazacych we krwi dendrytycznych
mieloidalnych BDCA-1+/CD19- i plazmacytoidal-
nych BDCA-2+/CD123+ wérdd jednojadrzastych
u pacjentdw z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1

oraz po roku stosowania analogu witaminy D. Od-
setek mieloidalnych DC w $wiezo rozpoznanej cu-
krzycy wyniost 0,99% 1 byt istotnie statystycznie
wyzszy (p<0,05) w porownaniu do dzieci zdro-
wych (0,44%) (ryc. 1). Natomiast nie obserwowa-
no roznic w odsetku komorek dendrytycznych pla-
zmacytoidalnych w $wiezo rozpoznanej cukrzycy
w poroéwnaniu do dzieci zdrowych (ryc. 2). Po roku
obserwacji odsetek mieloidalnych DC u dzieci z cu-
krzyca nieotrzymujacych Alfadiolu wyniost 0,95%
i ro6znit si¢ zarbwno w poréwnaniu do dzieci z cu-
krzyca otrzymujacych Alfadiol (0,67%) (p<0,05),
jak 1 w poréwnaniu do dzieci zdrowych (0,45%)
(p<0,05) (ryc. 3). W grupie dzieci otrzymujacych
Alfadiol odsetek mieloidalnych DC po roku obser-
wacji nie réznit si¢ istotnie statystycznie w porow-
naniu do dzieci zdrowych, natomiast odsetek DC
w grupie dzieci nieotrzymujacych Alfadiolu pozo-
stat zblizony do warto$ci wyjsciowych. Nie stwier-
dzono istotnych roznic po roku obserwacji w odset-
ku komorek dendrytycznych plazmacytoidalnych.
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Ryc. 1. Odsetek mieloidalnych DG w $wiezo rozpoznanej cukrzycy w poréwnaniu do dzieci zdrowych
Fig. 1. Percentage of mDC in new onset type 1 DM in comparison to healthy children
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Omodwienie

W cukrzycy typu 1 komorki dendrytyczne odgry-
waja istotng rol¢ zardbwno w inicjacji, jak i w pod-
trzymywaniu odpowiedzi immunologicznej prze-
ciwko komorkom beta wysp trzustki. W ostatnich
latach nieustannie poszukuje si¢ czynnika o wtasci-
wosciach immunomodulujagcych, ktory odpowia-
datby za indukcje tolerancji immunologicznej przez
komorki prezentujgce antygen, jak komorki dendry-
tyczne 1 w nastgpstwie hamowanie nadmiernej od-
powiedzi immunologicznej skierowanej przeciw
komorkom beta wysp trzustki, m.in. wskutek sty-
mulacji komorek regulatorowych. Aktywna forma
witaminy D (1,25(OH)2D3 jest uznanym czyn-
nikiem o wlasciwosciach hamowania odpowiedzi
immunologicznej, m. in. przez wptyw na funkcje
i fenotyp DC. W eksperymentalnych modelach
zwierzgcych aktywna forma witaminy D lub zasto-
sowane ligandy receptora dla witaminy D wptywa-
ty na hamowanie wydzielania IL12 przez komorki
dendrytyczne, istotnej we wzbudzaniu odpowiedzi
typu Thl, a poprzez zwigkszenie produkcji IL10 na
hamowanie dojrzewania i réznicowania DC zmniej-
szenie ekspresji czasteczek kostymulujacych CDSO0,
CD86, CD40, prowadzace do zmniejszenia aktywa-
cji limfocytow T [14-18]. We wczesniejszych ba-
daniach wlasnych stwierdziliSmy obnizone stgzenie
witaminy D3 u wigkszosci dzieci z nowo rozpozna-
ng cukrzyca typu 1 [19]. Podobne wyniki otrzymali
autorzy z osrodka gdanskiego jak i z osrodkow za-
granicznych [20,21]. Nie stwierdziliémy natomiast
korelacji poziom6éw witaminy D3 z odsetkiem ba-
danych populacji komoérek dendrytycznych. W gru-
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pie dzieci z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1 od-
notowaliSmy istotnie wyzszy odsetek krazacych
mieloidalnych komoérek dendrytycznych. Steptoe
i wsp. wykazali w modelu mysim wzrost genera-
cji komorek dendrytycznych linii mieloidalnej [22],
a Peng 1 wsp. stwierdzili blokad¢ dojrzewania ko-
morek dendrytycznych w myszach NOD, co pro-
wadzito do rozwoju zapalania wysp trzuskowoych
[23]. Wyniki te pozostaja w zgodnos$ci z naszymi,
gdyz krazace mieloidalne komoérki dendrytyczne
BDCA-1+ wykazuja cechy niedojrzatych komoérek
dendrytycznych [24]. Ciekawe, chociaz sprzeczne
doniesienia opisuja rolg plazmacytoidalnych DC
w patogenezie cukrzycy typu 1. Chen i wsp. opi-
sali istotnie obnizone odsetki pDC we krwi pacjen-
tow w stosunku do zdrowych dawcow [25]. Jed-
nak w grupie Chen zdrowi dawcy byli istotnie starsi
od pacjentdw, podczas gdy w naszych badaniach
nie bylo istotnych réznic wiekowych miedzy bada-
nymi grupami. Z kolei Allen i wsp. opisali istotnie
wyzszy odsetek plazmacytoidalnych komorek den-
drytycznych we krwi osob z cukrzyca w porow-
naniu do zgodnej wiekowo grupy kontrolnej [26].
Vuckovic 1 wsp. oraz Nieminen i wsp. opisali jesz-
cze inne zalezno$ci, w ich badaniach pacjenci mie-
li istotnie obnizone odsetki obu populacji komorek
dendrytycznych w poréwnaniu ze zgodng wiekowo
grupa kontrolng [27,28]. Wyniki autoréw finskich
mogg wskazywaé ponadto na upo$ledzenie funk-
cji obu badanych populacji DC, stwierdzili oni bo-
wiem zmniegjszong ekspresje CCR2- CC chemokine
receptor 2, receptora dla monocyte chemoattractant
protein-1 (CCL2) — chemokiny odgrywajace;j istot-
ng role w chemotaksji DC do miejsc zapalnych.
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Ryc. 4. Dynamika zmian odsetka mieloidainych DC w trakcie rocznej obserwacji u dzieci z cukrzycq
Fig. 4. The dynamics of changes in the proportion of myeloid DC during the annual observation in children with diabetes
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Po roku naszych obserwacji odsetek krazacych
komorek mieloidalnych istotnie obnizyt si¢ jedynie
w grupie pacjentdw otrzymujacych analog witami-
ny D3 (Alfadiol) i jednoczesénie nie r6znit si¢ istot-
nie w stosunku do grupy dzieci zdrowych. Ponad-
to, jak wykazaliSmy we wczesniejszych badaniach,
w grupie otrzymujacej Alfadiol dobowe zapotrze-
bowanie na insuling byto istotnie nizsze, a poziom
c-peptydu istotnie wyzszy niz w grupie nieotrzymu-
jacej preparatu witaminy D [29,30]. Powyzsze ob-
serwacje moga wskazywa¢ na udzial witaminy D
Ww zmniejszeniu nasilenia odpowiedzi autoimmuno-
logicznej w cukrzycy typu 1 poprzez wptyw na ko-
moérki DC. Do potwierdzenia tej tezy niezbedne sa
dalsze badania eksperymentalne. Wykazano dotych-
czas, iz komorki dendrytyczne, ktore poczatkowo
sa odpowiedzialne za indukcj¢ zjawisk autoimmu-
nizacyjnych w patogenezie cukrzycy typu 1, moga
by¢ uzyteczne w immunomodulacji i indukcji auto-
tolerancji [31]. W badaniach na myszach NOD wy-
kazano, ze modyfikowane komoérki dendrytyczne
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