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Osszefoglalas

A TIDM-et az inzulint termeld hasnydImirigy B-sejtjeinek T-sejt-fliggd pusztuldsa jellemzi. A feltételezett célantigének szd-
ma tovdbbra is névekszik, de nincs egyetértés az elsédleges antigén természetével kapcsolatban. Legnagyobb valdszind-
séggel ez az antigén maga az inzulin vagy a proinzulin. A teljes hosszusdgu inzulin nagy ddézisban nem alkalmazhato
intervencios vizsgdlatokban, annak metabolikus hatdsa miatt, ezért a pontos epitdp azonositdsa elengedhetetlen. Kordb-
ban a hasnydlmirigyet kértilvevé nyirokcsomokbdl izoldltak és oligoklondlisan tenyésztettek T-sejteket, amelyek felismer-
ték az inzulin A-ldncdnak 1-15. aminosavadt. A diabetesspecifikus autoantigéneket azonositd publikdciék szdma nagyon
korldtozott. Ennek ellenére tobb klinikai vizsgdlat sordn szdmos kiilonféle antigént alkalmaztak a B-sejtek pusztuldsdnak
lassitdsa vagy blokkoldsa céljdbdl. Feltételeztiik, hogy ujonnan diagnosztizdlt TIDM-es betegek periférids vérébdl ezen
autoreaktiv T-sejtek azonosithatéak. Célul tliztiik ki tovdbbd, hogy meghatdrozzuk ezen sejtek antigénspecificitdsat.

B Kulcsszavak: autoreaktiv T-sejtek, TIDM

Insulin A-chain autoreactive T cells in newly diagnosed type 1 diabetic patients’
blood

Summary: TIDM is characterized by the T cell dependent destruction of the insulin producing pancreatic (3-cells. The
number of suspected target antigens is still increasing, and there is no consensus regarding the nature of the pivotal an-
tigen. One of the most verisimilar antigens is the insulin or the proinsulin itself. The full length insulin in high dose cannot
be used by interventional studies, because of its metabolic effect, therefore the identification of the exact epitope is cru-
cial. Earlier oligoclonally expanded T cells from TIDM subjects pancreas surrounding lymph nodes, which recognized the
insulin A 1-15 epitope have been reported. The publications identifying the diabetic specific autoantigens are very limited.
Nevertheless in numerous intervention trials several different antigens were used to slow or block the destruction of 3-cells.
We hypothesized that autoreactive T cells can be identified from the peripheral blood of newly diagnosed TIDM patients.
We also aimed to determine the antigen specificity of these cells.
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Roviditések

I inzulin; ndT1IDM: Gjonnan diagnosztizalt TIDM (newly diagnosed TIDM); PBMC: periférids vér mononuklearis sejt
(peripheral blood mononuclear cell); Pl: proinzulin; RPMI: Roswell Park Memorial Institute

z inzulinpumpa és a folyamatos gliikkdz-
Aszenzor technikak fejlédésével a kozeljo-
vében mar Magyarorszagon is elérhetéek
lesznek azok a kezelési rendszerek, amelyek
a szenzor gliikézadatok alapjan 6néallban modosit-
mérés €s az inzulinadas kozotti kapcsolat zardsa
felé vezetnek. Az automatizalt, egyre inkabb zart
rendszerek kozelithetik TIDM-es betegeink szén-
hidrat-anyagcseréjét az egészséges egyénekre jel-
lemzé paraméterek felé.! A fejlédd technikak
ellenére azonban a teljes életutra kiterjesztett
euglykaemia elérése a betegeink jelentds részének
még nem elérhetd, bar mind az inzulinadas mind
a glikézmérés egyre pontosabba és kényelmeseb-
bé valik, TIDM-es betegeink életmindségét a fo-
lyamatos kiilsé inzulinigény, a glitkézmonitorozas,
a diéta és az életvezetés szamtalan aspektusanak
(pl. sport, munkavallalas, csaladi, nemi élet stb.)
tudatos, glikézkdzpontu vezetése egyértelmiien
rontja. Régi dlom a T1DM-es betegeink meggyo-
gyitasa (tercier prevencio), a TIDM Kkifejlédésének
megel6zése még az anyagcsere-kisiklasok eldtt, de
az immunologiai véaltozasok kialakuldsa utan (sze-
kunder prevencid), vagy akar azok eldtt (primer
prevencid).” Mar tobb évtizede szamos probalko-
zas tortént. Bar ezen vizsgalatok egy része muta-
tott pozitiv eredményeket, atiité sikert nem értek
el.’ Ennek sok oka lehet. A mai napig szamos &l-
latkisérlet torténik a TIDM patogenezisének fel-
deritésére, illetve a lehetséges kezelési formak
meghatarozasara. Az T1IDM kifejlédésének hat-
terében zajlo folyamatokat érinté tudasunk mély-
sége azonban mar tuljutott az allatkisérleteken.
Ma mar kimondhatjuk, hogy nincs j6 allatmodel-
link a TIDM-es betegség kutatasara.* J6l mu-
tatja ezt az a tény is, hogy a modellallatokat mar
tobb tucat kezelési mddszerrel ki tudjuk gydgyita-
ni a TIDM-b4], de ezen kezelési mddszerek mind
kudarcot vallottak a huméan klinikai tanulméanyok
soran.' Mivel az eddig befejezett klinikai, kurativ
célzatu probalkozasok csak részeredményeket hoz-
tak, illetve az egyes tanulmanyok mas és mas mo-
don prezentaltak az eddig sajnos tObbnyire nem

atiité eredményeket, egy egységes szempontrend-
szer bevezetése javasolt, amely alapjan az egyes
tanulmanyok eredményei egymaéssal is Osszeha-
sonlithatéak lehetnének.” Tovabbi problémat je-
lent, hogy az inzulintermel$ B-sejtek pusztulasa
T-sejt-medialt folyamat.*™® A sejtes immunvalasz
vizsgalata sokkal nehezebb, a mindennapi klini-
kai gyakorlatban csaknem lehetetlen. A jelenleg
hasznélt szigetsejtellenes autoantitestek vizsgala-
ta gyakran nélkiilozhetetlen a cukorbetegség hat-
terében all6 autoimmun folyamat igazolasaban, de
tudnunk kell, hogy ezek az autoantitestek a f-sej-
tek pusztulasahoz nem is feltétlentil sziikségesek.
Ezt jol példazza az agammaglobulinaemias TIDM-
es beteg esete is.” Ha kurativ gydgymodot keresiink
a T1DM-re, akkor csak olyan kezelések jonnek
szoba, amelyek mellékhatasai elhanyagolhatdak,
hiszen a T1DM-es betegek a betegség kezdetén
tobbnyire egyébként egészségesek, életkilatasaik,
betegségiik tulélése kivalo, igaz jelenlegi tudasunk
szerint egy életre sz6lo fegyelmet, glik6zmérést
€s inzulinadast igényel. A gyakori vélemény sze-
rint a kurativ készitmény valdszinileg tobbkompo-
nenst lesz, amely nagy valdszintiséggel tartalmazni
fog olyan molekulakat, amelyeket a T2DM keze-
Iése soran hasznalunk, biztonsagosak és p-sejt-vé-
dé hatastak, mint példaul a GLP1-RA-k. Alkot6ja
lesz valamilyen immunmodulalé molekula, amely
vagy az antigénprezentacid, vagy a jelatvitel me-
chanizmusaiba avatkozik be (a-CD3, a-CD20).'*"
Ugyanakkor T1DM-specifikus antigént is fog tar-
talmazni, ami révén a tervezett koktél antigénspe-
cifikus is lenne, €s remélhetSleg toleranciat valt
ki.”> Erdekes médon azonban nem ismert a TIDM-
specifikus antigén. Szamos egyéb antigén mellett
a GAD és az inzulin, illetve annak el6alakjai a leg-
inkdbb gyanusitott antigének. Kent SC és mtsai
Ujonnan diagnosztizalt, majd balesetben elhunyt
T1DM-es betegek hasnyalmirigy koriili nyirokcso-
moibdl izolalt T-sejteket, amelyeket in vitro felsza-
poritott. Ezek a sejtek az inzulin A-lancédnak 1-15.
aminosavat tartalmazo peptideket ismerték fel."”
Munkacsoportunk megkisérelte a szigetsejtellenes
T-sejteket a periférias vérben is meghatarozni.
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Modszerek

Hat Ujonnan diagnosztizalt T1DM-es beteget
(ndT1DM) és 6 egészséges egyént vontunk be
a vizsgalatba. Minden betegnél tortént a diagnozis
megerdsitése céljabol autoantitest-vizsgalat. Az in-
zulinellenes autoantitesteket kétfajta technikaval
vizsgaltuk, mértilk a GAD és az 1A2 elleni auto-
antitesteket is. Az inzulinellenes autoantitesteket
csak azon betegeknél értékeltiik, akik kevesebb
mint két hete kaptak el6szor inzulint. Minden be-
teg minimum egy autoantitestre pozitiv volt. Csak
azon betegeket vontuk be a vizsgalatba, akik-
nél kevesebb mint 3 hénap telt el a diagndzis és
a vérvétel kozott. A betegek életkora 18-35 (at-
lag: 27,7) év volt. A BMI étlaga 23,5 kg/m?, a C-
peptid atlaga 0,73+0,07 nmol/l, a HbA,, atlaga
9,1%, a napi Osszes inzulinddzis atlaga: 21+0,02
E volt. Az egészségesek ¢Eletkora, testsilya ha-
sonld volt, mindegyik antitestre negativak voltak.

A PBMC-ket (periférids vér mononuklearis sejtek)
friss vérbdl, Ficoll (Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH, Uppsala, Svédorszag) gradiens-
centrifugalassal nyertiik, mint ahogy az a standard
protokollban is szerepel. A sejteket 96 lyuku le-
mezeken osztottuk szét, mindegyik lyukba 150000
sejtet helyeztiink el. Minden betegtdl szarmazo sej-
tet mindegyik antigénnel 3 kiilon lyukban tenyész-
tettiik. A 3-3 lyukban antigén nélkiil mint negativ
kontrollt, tetanusztoxoidot két kilonbozé kon-
A vizsgélt antigének a proinzulin (PI), az inzulin,
az inzulin B-lanca, a GAD fehérje és az inzulint at-
fedd peptidek voltak. A szintetizalt peptidek pro-
inzulinmolekuldn 1év6 helyzetét az I. dbra mutatja.
Az antigének mennyisége milliliterenként az alab-
biak voltak: 10 wg és 30 ug PI esetén, 10 ug €s
30ug I, 1 ug és 5 ug GAD esetében, 25 ug és 50 ug
B esetében és 40 ug atfedd peptidek esetén. A sej-
tek tenyésztése RPMI médiumban (RPMI + 10%
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1. dbra. Az dltalunk haszndlt 14-15 aminosav-hosszusdgu dtfedé (overlapping) peptidek a teljes proinzulinmolekuldn
dbrdzolva. A kiilbnbézé szinek jelentik az egyes dtfedé peptidszakaszokat
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héinaktivalt humén szérum + 1% penicillin/strep-
tomycin) tortént 7 napig. Az aktivaciot triciummal
(*H) jelolt timidin beépiilésével mértiik.

Eredmények és kévetkeztetés

Vizsgalatunk soran csak az ndT1DM-es betegek-
tél szarmazo sejteknél taldltunk autoantigén el-
leni reakcidt. Ezen sejtek esetében a T1DM-hez
kothet6 antigének kozill a legmagasabb aktiva-
ciét azon atfedd inzulinpeptidekkel mértiik, ame-
lyek az A-ldnc elsé 5 aminosavét tartalmazzdk (2.
dbra). Egészséges egyénekbdl szarmazd limfo-
citdk nem ismerték fel a vizsgalt antigének egyi-
két sem. Az ndT1DM-es betegekbdl szarmazo
PBMC-k a proinzulin csaknem ugyanazon részét
azonositottdk, mint a pancreas kornyéki nyirok-
csom6bol szdrmazo T-sejtek Kent SC vizsgalatdban

(3. dbra).” Az autoreaktiv T-sejtek koncentracio-
ja a periférids vérben rendkiviil alacsony, ezért
megtalalasukhoz érzékeny tesztet kellett alkal-
mazni. Az aktivalt sejtek szaporoddsanak, DNS-
kettéz6désének mérésére a *H-mal jelolt timidin
bizonyult a legérzékenyebbnek. Kisérletiink erds-
sége, hogy a friss vérmintabdl izoldlt mononuk-
leéris sejtek a lehetd legkevesebb manipuldcion
estek at, mig Kent SC és munkacsoportja egy-egy
sejtbdl indult ki, azokat in vitro felszaporitva vé-
gezte el a vizsgilatokat.” A kevesebb manipu-
lacié véleményiink szerint kevésbé befolyasolja
az eredményeket. A B-sejtek pusztulasat elinditd
immunfolyamat soran egyes elméletek szerint kez-
detben csak egy vagy néhany antigénnel szemben
vesztik el a toleranciat a leendé T1DM-es betegek.
A B-sejtek pusztuldsa soran ujabb és Gjabb antigé-
nek ellen indul immunvalasz (antigén spreading),
aminek egy eredménye a gyakorlatban is mérhetd
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2. dbra. Egy tipikus antigénspecifikus T-sejt-proliferdcios vizsgdlat eredménye TIDM-es betegben — A) az egyes
antigének (TT: tetanusztoxoid, GAD, B-Idnc, inzulin, PI: proinzulin) és B) az overlapping peptidek mellett mért

sejtproliferdcié mértéke placebéhoz hasonlitva
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3. dbra. A vizsgdlatban részt vevé Gsszes (N=6) ndT1IDM-es pdciens dtfeddpeptid-stimuldcios adata

szigetsejtellenes autoantitestek megjelenése.' Vé-
leményiink szerint, ha 1étezik az els6dleges anti-
gén, akkor annak meghatarozasa kulcsfontossagu.
A T1DM megel6zésére, progresszidjanak megalli-
tasara vagy késleltetésére, vagy visszaforditasanak
eléréséhez sziikséges ennek ismerete, el kell érni
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