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Streszczenie

W proces niszczenia komorek beta wysp trzustki za-
angazowanych jest wiele réznych populacji komor-
kowych, takich jak komorki dendrytyczne, makrofagi,
limfocyty T i B czy komorki NK, a ostatnio opisano
nowg populacje limfocytow pomocniczych tzw.
TH17, nazwanych od wydzielanej przez nie swoistej
IL-17A o dziataniu prozapalnym. Celem pracy byfo
przesledzenie odsetka krgzacych komorek CD4+I-
L17A+ i CD4+/CD3+/IL17A+ w relacji do stopnia
autoimmunizacji oraz stopnia dysfunkcji sekrecyjnej
komorek beta trzustki. Materiat i metody. Badaniami
objeto 53 dzieci, srednia wieku 10,2 = 3,2 lat, z nowo
rozpoznang cukrzyca typu 1, u ktérych oceniono od-
setek limfocytow Th17, poziom C-peptydu oraz mia-
na przeciwcial a-GAD i a-IA2. Grupe porownawczg
stanowito 20 zdrowych dzieci. Wyniki. We krwi dzieci
chorych na cukrzyce typu 1 stwierdziliSmy, ze sred-
ni odsetek komorek CD4 +IL17A + i CD4+/CD3+/
IL17A+ byt wyzszy, lecz nieistotnie statystycznie (p
> 0,05) w porownaniu do grupy dzieci zdrowych.
Ponadto odsetek limfocytow Th17 w relacji do po-
ziomu C-peptydu wykazywat ujemng zaleznosc¢, lecz
nieistotng statystycznie (p=0,11). Wnioski. Prezen-
towane wyniki badan wymagajg bardziej szczegoto-
wej analizy obserwowanych zaleznosci w celu oceny
potencjalnego znaczenia tych komorek w rozwoju
cukrzycy typu 1.
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Abstract

In the process of destruction of pancreatic islet beta
cells are involved many different cell populations such
as dendritic cells, macrophages, T and B lympho-
cytes and NK cells and recently described, the new
population of T helper cells — Th17 cells, character-
ized by specific IL-17A secretion with proinflamma-
tory action. The aim of the study was to investigate
the expression of circulating CD4+17A+ and CD4+/
CD3+/17A+ cells in relation to the degree of auto-
immunity and the degree of secretory dysfunction of
pancreatic beta cells. Material and Methods. The
study comprised 53 children, mean age 10.2 = 3.2
years with newly diagnosed type 1 diabetes, in whom
the percentage of Th17 cells, the level of C-peptide
and anti-GAD and anti-IA2 antibodies have been as-
sessed. The control group consisted of 20 healthy
children. Results. In the blood of children with type
1 diabetes, we found that the average percentage of
CD4+17A+ and CD4+/CD3+/17A+ was higher but
not statistically significantly (p> 0.05) compared to the
group of healthy children. The proportion of Th17 cells
in relation to the level of C-peptide showed a negative
correlation, either not statistically significant (p = 0.11).
Conclusions. The results presented in this study re-
quire a more detailed analysis of the observed de-
pendence to assess the potential importance of these
cells in the development of type 1 diabetes.
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Wstep

W diabetologii przyjmuje sie, ze w zdecydowa-
nej wiekszosci przypadkéw cukrzyca typu 1 jest
chorobg o podlozu autoimmunologicznym. Wiele
badan dotyczylo roli ukladu immunologicznego
w procesie destrukcji komérek beta wysp trzustki.
Duzo miejsca poswiecono zachowaniu sie réznych
subpopulacji komérek immunokompetentnych,
lecz wyniki badan nie sg jednoznaczne. W proces
niszczenia komorek beta wysp trzustki zaangazo-
wanych jest wiele r6znych populacji komérkowych,
takich jak komérki dendrytyczne, makrofagi, limfo-
cyty T i B czy komoérki NK, a ostatnio opisano nowg
populacje limfocytéw pomocniczych tzw. TH17
[1-3]. Doniesienia ostatnich lat [4,5] wskazujg na
istotng role w rozwoju reakcji zapalnej w przebie-
gu r6znych choréb o podlozu autoimmunologicz-
nym — w tym w cukrzycy — tej populacji limfocy-
téw posiadajacych selektywna zdolnoéé produkcji
interleukiny 17, stad ich nazwa Th17. IL-17, a wla-
Sciwie IL-17A, obok stosunkowo niedawno odkry-
tych IL-17E swoistych dla komérek Th17, nalezg
do rodziny liczacej 6 cytokin wydzielanych przez
rézne rodzaje komérek (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
-17D, IL-17E in. IL-25, IL-17F) [6]. Obie izoformy
IL-17 odpowiadajg za dzialanie prozapalne komé-
rek TH17. IL-17A/IL-17F przypisuje sie gléwnie role
w obronie przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej,
poprzez indukcje innych cytokin i chemokin wpty-
wajgcych na aktywacje i migracje neutrofiléw, ale
rowniez wskazuje sie na udziat tych cytokin w pa-
togenezie choréb o podtozu zapalnym, alergicznym
(astma oskrzelowa), autoimmunologicznym (nie-
swoiste zapalenia jelit, toczei rumieniowy ukla-
dowy, RZS, stwardnienie rozsiane, tuszczyca) czy
wreszcie w odpowiedzi przeciwnowotworowej ze
wzgledu na m.in. wlasciwosci proangiogenne [7—
10]. Komoérki Th17 sg Zzrodlem poza IL17 réwniez
innych cytokin gléwnie o charakterze zapalnym,
jak: IL-6, IL-21, IL-22, IL-26, TNFa [9].

W ostatnich latach ukazaly sie pojedyncze pra-
ce oceniajace rolg Th17 w cukrzycy typu 1, wsréd
ktérych wiekszosé opiera sie na modelach zwierze-
cych cukrzycy, gléwnie myszy NOD (the nonobese
diabetic mouse), a tylko nieliczne opieraja sie na
materiale ludzkim.

Cel pracy

Celem pracy bylo przesledzenie odsetka kra-
zacych komérek CD4 +IL17A + i CD4+/CD3+/

IL17A+ w relacji do stopnia autoimmunizacji
oraz stopnia dysfunkcji sekrecyjnej komérek beta
trzustki.

Materiat i metody

Do badan wlgczono grupe 53 dzieci (29 dziew-
czat i 24 chtopcow) w wieku érednio 10,2 lat + 3,2
ze §wiezo rozpoznang cukrzyca typu 1, leczonych
w Klinice Endokrynologii i Diabetologii Dziecigcej
UM w Lublinie. Miedzy 10 a 14 dniem od rozpo-
znania cukrzycy po wczes$niejszym wyprowadze-
niu z ketozy i uzyskaniu wzglednego wyréwna-
nia glikemii oznaczono u wszystkich pacjentow
poziom C-peptydu metoda elektrochemilumine-
scencji, miano przeciwcial przeciwko dekarbok-
sylazie kwasu glutaminowego (a-GAD) oraz prze-
ciwko fosfatazie tyrozyny (a-IA2) metodg ELISA
firmy Immunotech. Wyniki badani laboratoryjnych
przedstawiono w tabeli I.

Tabela 1. Parametry charakteryzujgce grupe dzieci z cu-
krzyca typu 1

Table 1. The parameters characterized in children with type
1 DM

Badany parametr Srednia  SD

C-peptyd 0 min. (ng/ml) 0,5 0,39
a-GAD (ng/ml) 16,9 21,4
a-1A2 (ng/ml) 15,57 17,22
Ezzztl;igt))owame dobowe na insuline 0.36 0,32
HbA1c (%) 10,7 219

Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych dzieci
w wieku $rednio 11,2 * 2,8. Od wszystkich bada-
nych dzieci zabezpieczono prébki krwi do dalszej
oceny immunologiczne;j.

Protok6t badania zostal zaakceptowany przez
Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycz-
nym w Lublinie. Po uzyskaniu $wiadomej zgody
od opiekunéw oraz pacjentow po ukoniczeniu 16
roku zycia w czasie standardowych badan dia-
gnostycznych pobierano 5 ml krwi obwodowej do
heperanizowanych probéwek (Sarstedt, Niemcy).
Wszystkie osoby w czasie badan oraz w okresie
miesigca poprzedzajacego badania nie wykazy-
waly cech infekcji, nie przyjmowatly lekéw majg-
cych wplyw na uklad immunologiczny, nie mialy
tez wykonywanej transfuzji krwi. Z badan zostaly
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wykluczone osoby podajace w wywiadzie choroby
alergiczne lub autoimmunologiczne.
Réwnoczes$nie przeprowadzano standardowe
kliniczne monitorowanie przebiegu cukrzycy (ba-
danie lekarskie, ocena glikemii, ketonemii, glikacji
biatek, dobowego zapotrzebowania na insuline).

Izolacja komoérek mononuklearnych
z krwi obwodowej

Krew obwodowa rozcienczono zbuforowanym
roztworem soli fizjologicznej — PBS bez soli wap-
nia i magnezu (Biochrome AG, Niemcy) w pro-
porcji 1:1. Rozcieficzong krew nawarstwiono na
preparat Gradisol L. (Aqua Medica, Polska) o cie-
zarze wilasciwym 1,077 g/ml. Komérki wirowano
w gradiencie gesto$ci przez 20 minut przy przy-
spieszeniu 700 xg. Uzyskane komérki plukano
dwukrotnie w roztworze PBS bez Ca2+ i Mg2+.
Nastepnie oceniono ich ilos¢ w komorze Neubau-
era i zywotno$¢ za pomoca blekitu trypanu (0,4%
Trypan Blue Solution, Sigma, Niemcy). Zywotnosé
ponizej 90% dyskwalifikowata komérki z dalszych
badan.

Oznaczenie limfocytéw Th17 za pomoca cytome-
trii przeplywowej

Limfocyty Th17 oznaczono przy pomocy ze-
stawu Human Th17 Cytokine Flow Phenotyping
Panel (eBiosciences). Limfocyty poczatkowo byty
poddawane stymulacji PMA przy jednoczesnej
blokadzie wydzielania cytokin brefeldyng A. Do
oznaczenia zostaly uzyte nastepujace przeciwcia-
Ia: anty-CD4 eFluor® 450, anty-IL-17A FITC, anty-
-IL-17F PE. Do oceny cytometrycznej wykorzysta-
no tréjlaserowy cytometr BDFACS Canto II.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw
przeprowadzono przy pomocy programu STA-
TISTICA 10.0 PL. Zgodno$¢ rozkladu poszcze-
gélnych zmiennych w obrebie grup z rozkla-
dem normalnym sprawdzono przy pomocy testu
W Shapiro-Wilka. Poniewaz badane zmienne nie
mialy rozkladu normalnego, do analizy uzyto te-

stow nieparametrycznych U Manna-Whitneya do
oceny réznic pomiedzy grupami i wspolczynni-
ka korelacji rang Spearmana do oceny zalezno$ci
pomiedzy zmiennymi. Otrzymane wyniki przed-
stawiono jako mediane oraz warto$¢ najmniejszg
szeregu statystycznego (Min.) oraz warto$¢ naj-
wiekszg szeregu statystycznego (Maks.). Wyniki
jako istotne statystycznie przyjmowano przy po-
ziomie istotnosci p<0,05.

Wyniki

W naszych badaniach przeanalizowali§my od-
setek krazacych we krwi komérek CD4 +IL17A+
i CD4+/CD3+/ IL17A+ wéréd jednojadrzastych
(ryc. 1). We krwi dzieci chorych na cukrzyce typu
1 stwierdzilismy, ze $redni odsetek komoérek CD4
+IL17A + wynosit 0,41 = 0,31% i byt wyzszy, lecz
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Ryc. 1. Przyktadowa ocena cytometryczna odsetka komo-
rek CD4+17A+ we krwi obwodowej dziecka z nowo rozpo-
znang cukrzyca typu 1 —1,03%

Fig. 1. An example of cytometric analysis of the percentage
of CD4+17A+ cells in the peripheral blood of a child with
newly diagnosed type 1 diabetes — 1.03%

Tabela IlI. Statystyki opisowe badanych parametréw immunologicznych

Table Il. Statistics of investigated immunological parameters

Mediana Min. — Maks.
cukrzyca grupa kontrolna cukrzyca grupa kontrolna o
Odsetek CD4 +IL17A+ 0,41% 0,32% 0,01-1,81% 0,08-0,63% NS
Odsetek CD4+/CD3+/ IL17A+ 0,6% 0,52% 0,02-2,16% 0,09-1,14% NS
Robert Piekarski, Leszek Szewczyk, Endokrynol. Ped. 2015.14.1.50.37-42 39
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nieistotnie statystycznie (p > 0,05), niz w grupie
dzieci zdrowych (0,32+0,15%). Podobnie $redni
odsetek komérek CD4+/CD3+/IL17A+, ktéry wy-
nosit 0,60+0,39%, byl wyzszy (nieistotnie staty-
stycznie) (p > 0,05) niz w grupie dzieci zdrowych
(0,52+0,32%) (tabela II).

Miana przeciwcial a-GAD u dzieci z cukrzyca
byly podwyzszone — wynosily od 0,6 do 91 ng/ml
(ér. 16,9 = 21,4 ng/ml). U 39,6% pacjentéw mia-
na przeciwcial miescily sie w zakresie do 10 ng/
ml, u kolejnych 56,6% w zakresie 10-50 ng/ml, za$
u pozostalych 3,8% powyzej 50 ng/ml.

Przeciwciata przeciw fosfatazie tyrozynybyty ni-
skie u 13,29% dzieci z cukrzyca typu 1 (< 0,5 ng/ml),
za$ u 86,8% byly podwyzszone powyzej normy
(ér. miano przeciwcial a-IA2 15,57 = 17,22 ng/ml,
zakres 0,6-70 ng/ml), w tym u 43,3% mieSci-
ly sie w zakresie <10 ng/ml, u kolejnych 52,9%
w zakresie 10-50 ng/ml, za$ u pozostalych powyzej
50 ng/ml.

7 kolei stezenie C-peptydu bylo obniZone poni-
zej 0,9 ng/ml u 96% badanych, ér. 0,50 = 0,39 ng/
ml, a u pozostalych dwojga dzieci bylo na pozio-
mie dolnej normy. Poziom C-peptydu ponizej 0,5
ng/ml dotyczyl 58% dzieci, poziom od 0,5 do 0,9
ng/ml 38% dzieci i poziom od 0,9 do 1,07 ng/ml
tylko dwojga dzieci.

Zapotrzebowanie dobowe na insuline pod ko-
niec hospitalizacji wynosito ér. 0,36+ 0,32 jedn./
kg (od 0,11 jedn./kg do 1,09 jedn./kg). U 51% dzie-
ci zapotrzebowanie wynosito ponizej 0,3 jedn./kg,
u 28% miescilo sie miedzy 0,3 a 0,5 jedn./kg, za$
u 21% przekraczato 0,5 jedn./kg masy ciata.

Analizie zostaly poddane takze zaleznosci po-
miedzy parametrami immunologicznymi a labora-
toryjnymi. Zachowanie sig limfocytéw Th17 w re-
lacji do poziomu C-peptydu wykazalo zaleznosé
ujemnag, lecz nieistotng statystycznie (p=0,11),
natomiast nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy
odsetkiem limfocytéw Th17 a poziomami przeciw-
cial a-GAD i przeciw fosfatazie tyrozynowej oraz
pozostalymi badanymi parametrami klinicznymi
(HbA1c, fruktozamina, dobowa dawka insuliny).

Interpretacja wynikow i dyskusja

W  rozwoju procesu autoimmunologicznego
prowadzacego do zniszczenia komérek beta wysp
trzustki zaangazowanych jest wiele r6znych popula-
cji komoérkowych, takich jak komérki dendrytyczne,
makrofagi, limfocyty T i B oraz komérki NK. W ostat-
nich latach badana jest rola limfocytéw Th17 w cu-

krzycy typu 1. Wiekszo$¢é badan opiera sig na mo-
delach zwierzecych cukrzycy, gtéwnie myszy NOD.
Martin-Orozco i wsp. wykazali podwyzszone steze-
nie I1-17 miejscowo w ognisku zapalnym w obrebie
wysp trzustki u myszy NOD i podwyzszone stezenie
tej cytokiny w krazeniu obwodowym [11]. Natomiast
wykorzystanie swoistej terapii antygenowej z zasto-
sowaniem GAD2 spowodowalo ustgpienie cukrzy-
cy i wigzalo sie ze zmniejszeniem populacji TH17
[12]. Wyniki badan Emamaullee i wsp. [13] §wiadczg
o tym, ze blokada IL-17 przez przeciwciata anty-IL17
lub anty-IL-25 chroni przed zachorowaniem na cu-
krzyce myszy jedynie te po 10 tygodniu Zycia przy
interwencji, wplywajac na zmniejszenie okolowy-
spowego nacieku komoérkowego CD4+, CD8+.

Nieliczne prace przeprowadzone na materiale
ludzkim wskazuja na zwigzek zwiekszonej odpo-
wiedzi Th17 z zachorowaniem na cukrzyce typu 1
[14-17]. W tych pracach badawczych wykorzy-
stywano dwa Zrédla komérek Th17: dziewicze Th
stymulowane TGFp i IL-21 oraz komérki pamieci
stymulowane IL-1B i IL-6. Posrednim dowodem na
role Th17 w cukrzycy typu 1 u ludzi jest wykazanie
sekrecji IL-17 przez allogeniczne LT pamieci pod
wplywem stymulacji tych komérek monocytami
syntetyzujgcymi IL-1 i IL-6 pochodzacymi od os6b
chorych na cukrzyce [15]. Podobnie jak na modelach
zwierzecych, jedynie w grupie pacjentéw z cukrzy-
cq trwajaca ponad 12 miesiecy stwierdzono wzrost
sekrecji 1L-17 pod wplywem stymulacji w przeci-
wienstwie do cukrzycy o krétkim przebiegu < 12
miesiecy oraz 0s6b zdrowych. W innej pracy auto-
rzy stwierdzili zwiekszong aktywno$¢ subpopulacji
komoérek Th17 oraz dysfunkcje Tregs w lokalnych
wezlach chlonnych trzustki u badanych pacjentéw
z typem 1 cukrzycy, czego nie potwierdzono we
krwi obwodowej tych pacjentéw [16].

W badaniu przeprowadzonym u dzieci z cukrzy-
ca typu 1 wykazano natomiast subpopulacje lim-
focytéw o posrednim fenotypie Foxp3+RORC2+,
ktéra cechowala sie zwiekszong sekrecjg IL-17,
zwiekszong ekspresja [1.-17, IL-22, czynnika trans-
krypcyjnego RORC2 (retinoid acid related orphan
receptor isoform 2) oraz réwnoczeé$nie ekspresjg
FoxP3+, czynnika transkrypcyjnego typowego dla
Treg [17]. Reinert-Hartwall i wsp. opisali za$ inng
subpopulacje o posrednim fenotypie Th1/Th17,
ktéra wydaje sie odzwierciedla¢ stopien uszkodze-
nia komorek beta trzustki [18]. Opisywane popu-
lacje o posrednim fenotypie wskazujg na swego
rodzaju ,,plastycznosé” komérek Th17, mozliwosé
przeksztalcania zréznicowanych komérek Th17
w komoérki regulatorowe lub efektorowe, a tym sa-
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mym na mozliwo$é¢ modulacji odpowiedzi immu-
nologicznej w zalezno$ci od charakteru mikrosro-
dowiska.

W  naszych badaniach przeprowadzonych
u dzieci z nowo rozpoznang cukrzycg typu 1 od-
setek krazacych we krwi obwodowej komorek CD4
+IL17A + i CD4+/CD3+/ IL17A+ byl nieistotnie
statystycznie wyzszy w poréwnaniu do grupy dzie-
ci zdrowych. W badaniach innych autoréw uzyska-
no odmienne wyniki. W kilku pracach otrzymano
statystycznie wyzszy odsetek badanych limfocytow
u pacjentéw z cukrzyca typu 1, a w jednej — prze-
ciwne wyniki. W pracy Marwahy i wsp. [19] éred-
ni odsetek komérek CD4 +IL17 + wynosil 0,47%
i byl wyzszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(odpowiednio 0,18%). Ferrero i wsp. [15] odnoto-
wali réwniez podobne zalezno$ci, ale w grupie oséb
dorostych z wieloletnig cukrzycg typu 1. Natomiast
w pracy powstalej w osrodku biatostockim [20] od-
notowano nizszy odsetek komérek CD4 +CD161+
u dzieci z nowo rozpoznang cukrzyca w poréwna-
niu do dzieci zdrowych (odpowiednio 1,8% i 3,9%).
By¢ moze rozbieznosci wynikajg z r6znic metodolo-
gicznych, jak zastosowanie r6znych metod stymula-
¢ji badanych komoérek oraz odmiennych populacji.

Analiza zachowania sie limfocytéw Th17 w re-
lacji do poziomu C-peptydu wykazala ujemng za-
leznosé, lecz nieistotng statystycznie, natomiast
nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy odsetkiem

limfocytéw Th17 a poziomami przeciwcial a-GAD
i przeciw fosfatazie tyrozynowej oraz pozostaly-
mi badanymi parametrami klinicznymi, tj. oceng
glikemii, HbA1c, dobowym zapotrzebowaniem na
insuline.

Podsumowujac, wyniki naszych badan nie
wykazaly znaczacych réznic w odsetku komorek
Th17 u dzieci z nowo ujawniong klinicznie cu-
krzyca typu 1 w poréwnaniu z grupa dzieci zdro-
wych w przeciwienistwie do cytowanych powyzej
prac, zaré6wno przeprowadzonych na modelach
zwierzecych cukrzycy na tle autoimmunologicz-
nym, jak réwniez pierwszych prac klinicznych
opartych na materiale ludzkim. By¢ moze, jak
wynika to z wczes$niejszych prac eksperymental-
nych, wplyw populacji Th17 na progresje cukrzy-
cy ujawnia sie jedynie w okresie insulitis. Dlatego
interesujace dla dalszego wyjasnienia znaczenia
limfocytéw Th17 w cukrzycy typu 1 wydawac sie
mogg badania, ktére ocenig role komérek TH17 juz
od okresu prediabetes (etap klinicznie bezobjawo-
wy) poprzez okres poczatkowy choroby (pierwsze
tygodnie po ujawnieniu klinicznym cukrzycy po
wystapieniu charakterystycznych objawéw) az po
okres pézniejszy (po zakoniczeniu remisji), a tym
samym ocenig ich znaczenie w procesie inicjo-
wania i modulowania insulitis i w konsekwencji
ujawnienia sie cukrzycy oraz wplywu na przebieg
choroby.
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