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1. ABSTRAKT

Predkladana habilitacni prace je pfispévkem k objasnéni vybranych molekularné patologickych aspektt vzniku a
progrese diabetes mellitus. Prace se zaméruje na dva hlavni cile: objasnéni biochemické podstaty, predikce
efektd mutaci a objasnéni mechanismi stojicich za stavajicimi lé¢ebnymi pfistupy k MODY (z anglického
maturity onset diabetes of the young) a na vyuZiti autoprotilatek proti antigenlim beta bunék jako nastroje
diferencidlni diagnostiky diabetu, vcetné analyzy role funkénich polymorfismd v proteinové tyrosinové
fosfataze PTPN22 (z anglického protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) pfi manifestaci
autoimunity asociované s diabetem. Prace je souborem 12 odbornych ¢lanku, které sumarizuji vysledky, jichz
jsem ve spolupraci se svymi kolegy dosahl v poslednich letech na 3. lékarské fakulté Univerzity Karlovy.
Z nejvyznamnéjsich vysledkl napliujicich vySe uvedené cile je zfetele hodné zvlasté zpresnéni predikci efektl
zaménovych mutaci v glukokinaze (GCK), které jsme nasledné rozpracovali a generalizovali i pro HNF-4a a
dalSich 105 proteinl asociovanych s nejriiznéjsimi mendelistickymi onemocnénimi. Detailné jsme popsali
enzymovou kinetiku a vliv na stabilitu proteinu u 16 zaménovych mutaci v GCK, které jsou asociovany s MODY.
V tomto sméru vyzkumu jsme nasledné pokracovali se zaméfenim na roli zmén v aktivité GCK v nddorovém
metabolismu, pricemz jsme zjistili, Ze nadory skutecné obsahuji aktivacni a stabilizacni mutace v GCK, nékteré
dokonce identické sjiz zndmymi zdrodecnymi aktivacnimi mutacemi asociovanymi s hyperinzulinemickou
hypoglykemii. Pfi studiu dalSich forem MODY, konkrétné HNFIA-MODY a HNF4A-MODY (z anglického
hepatocyte nuclear factor 1A a 4A) jsme se vyvratili hypotézu zaloZzenou na mysim modelu Hnfla-MODY, kde
potlaceni Hnfla vede k razantnimu zvySeni hladin derivatl sulfonylurey v séru. Zjistili jsme, Ze tento efekt se u
Clovéka neprojevuje vlbec nebo jen vmalé mire. Pfi studiu autoprotilatek jako nastroji diferencidlni
diagnostiky diabetu jsme zjistili neocekavany, ziejmé geograficky fokalni, vyskyt autoprotilatek proti antigentim
beta bunék u ¢tvrtiny testovanych pacientl s MODY. Pacienti s MODY, ktefi byli pozitivni na autoprotilatky,
nevykazovali rizikové HLA (z anglického human leukocyte antigen) antigeny ani rizikové PTPN22 genotypy.
Zjistili jsme, Ze vSichni testovani ¢esti pacienti byli negativni na autoprotildtku proti zinkovému transportéru
ZnT8 (ZnTA). Naopak, vétsina z pozitivnich pacientll s MODY vykazovala pozitivitu na protilatky proti
dekarboxylaze kyseliny glutamové. Expresi ZnTA a rizikové PTPN22 genotypy jsme zkoumali i u pacientd s LADA
(z anglického latent autoimmune diabetes of adults), pricemz jsme zjistili, Ze LADA vykazuje odliSné spektrum
téchto znakl oproti diabetes mellitus 1. a 2. typu, coZ je v protikladu k dfive postulované hypotéze tvrdici, Ze
LADA je pro své sdilené znaky s diabetes mellitus 1. i 2. typu povazovan za intermediarni formu diabetu.
Zjisténé vysledky pfispivaji ke stavajicimu rozmachu tzv. precizni mediciny, kdy se ptivodné monoliticky koncept
jedné nebo nékolika malo nemoci definovanych na zakladé typickych klinickych pfiznak( (napt. diabetes
mellitus 1. typu) rozpada na fadu specificky definovanych podtypl dané nemoci dle kritérii zaloZenych ¢asto na
genetickych ¢i molekuldarné biologickych analyzach jednotlivych pacientl. Mendelistické nemoci, mezi néz
MODY patfi, jsou pro tento Ucel idealnim modelem, ale i u multifaktoridinich typl diabetu Ize pozorovat
zpresnovani a rozredovani zplsobU klasifikace a diagnostiky. Ackoliv byl nasim cilem predevsim vyhledavaci
vyzkum, vyznamnou skutecnosti je, Ze jeden z vysledkld predkladané prace se jiz stihnul promitnout i do
nejnovéjsich Standard( |ékarské péce o pacienty sdiabetem vyddvanych Americkou diabetologickou
spolecnosti.



2. ABSTRACT

The present habilitation thesis contributes to the elucidation of selected molecular pathological aspects of the
onset and progression of diabetes mellitus. The thesis has two major aims: 1) To elucidate the biochemical
properties, make predictions of the effects of variations and uncover the mechanisms behind the existing
therapeutic approaches to MODY. 2) To use autoantibodies against beta cell antigens as a tool that allows the
differential diagnosis of diabetes, including the analysis of the role of functional polymorphisms in protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (PTPN22) in the manifestation of the diabetes-associated
autoimmunity. The thesis consists of 12 papers, which summarize the results | have achieved in cooperation
with my colleagues during the last several years, which | spent at the Third Faculty of Medicine of the Charles
University. The most significant results include the evidence-based refinement of algorithms that allow the
prediction of the effects of nonsynonymous variations in glucokinase (GCK), which we later further developed
and generalized for HNF-4a and other 105 genes that are associated with various Mendelian diseases. We have
described in detail the effects of the 16 mutation mutations in GCK that are associated with MODY on the
enzyme kinetics and protein stability. We further extended this research to the role of somatic cancer-
associated variations in GCK in tumor metabolism; in fact, we were the first to show that the somatic cancer-
associated variations in GCK include activating and stabilizing variations; some of these are even identical to
the already known germline activation mutations that are associated with hyperinsulinemic hypoglycemia.
When focusing on other forms of MODY, namely, HNF (hepatocyte nuclear factor) 1IA-MODY and HNF4A-
MODY, we refuted a hypothesis that was based on the mouse Hnfla-MODY model, where Hnfla suppression
leads to a strong increase in the serum levels of sulphonylurea derivatives. Despite that, we found that this
increase is absent in humans or is present only to a small extent. When focusing on autoantibodies as tools
that facilitate the differential diagnosis of diabetes, we found an unexpected expression of autoantibodies
against beta cell antigens in a quarter of tested Czech patients with MODY. Patients with MODY who were
positive for autoantibodies, were not associated with high-risk HLA (human leukocyte antigens) or risky
PTPN22 genotypes. We found that all tested Czech patients were negative for the autoantibodies against the
zinc transporter ZnT8 (ZnTA). Conversely, most of the MODY-positive patients showed positivity for the anti-
glutamate decarboxylase autoantibodies. We investigated the ZnTA expression and PTPN22 risk genotypes also
in patients with LADA (latent autoimmune diabetes of adults), and we found that LADA is associated with a
different spectrum of these markers compared to those of type 1 and type 2 diabetes mellitus. The presence of
this different spectrum of markers is in contrast to the previously postulated hypothesis, which stated that
LADA is a hybrid intermediate form of diabetes that shares features of both type 1 and type 2 diabetes. The
findings described in the present thesis have contributed to the current boom of precision medicine. The
precision medicine onset consists of the breakdown of originally monolithic concepts of one or a few diseases
that were defined by characteristic clinical symptoms (typically type 1 diabetes mellitus) into a series of
specifically defined subtypes of a given disease, which are defined based on criteria related to genetic or
molecular biological analyses of individual patients. Mendelian diseases, including MODY, serve as ideal models
for this purpose. However, the classification and diagnosis of multifactorial types of diabetes are also subject to
refinement and stratification. Although we focused on basic research outcomes, one of the presented results
had already been incorporated into the latest Standards of Medical Care in Diabetes issued by the American
Diabetes Association.



3. UvoD

3.1 Diabetes

Lékarskou verejnosti je stale zfetelnéji akceptovan poznatek, Zze diabetes mellitus neni jednou nebo dvéma
diagndzami s jasné definovanymi pfiznaky a zplsoby |écby, ale Ze naopak fenotyp pacient(l s diabetem je
vysoce komplexni a heterogenni, pfiCemz i samotna klasifikace diabetu je né¢im, co se vyviji v zavislosti na
prenosu poznatk( ze zékladniho a (pre)klinického vyzkumu do klinické praxe. Jen za nékolik malo let, po které
se molekularni patologii diabetu vénuji, dosSlo k nékolika zdsadnim zménam mezindrodné akceptovanych
klasifikaci typu, resp. podtypl, diabetu a k vyraznému rozsifeni a zpfesnéni predstav o heterogenité a plasticité
tohoto onemocnéni. Americka diabetologicka spolecnost v nejnovéjsich standardech Iékarské péce o pacienty s
diabetem (Standards of Medical Care in Diabetes) reflektuje a cituje i jeden z nasich nalezd, ktery je pfilohou
této studie [pfiloha 9], a ktery poukazuje pravé na heterogenitu fenotypu diabetu i v kritériich, ktera byvala
dlouha léta dogmaticky povaZovana za neménna a kli¢ova pro umoznéni samotné diagnostiky pacientl s nové
se manifestujicim diabetem (American Diabetes Association 2018). V dnesni dobé, ktera akcentuje
formalistické ,,aplikacni” vysledky vyzkumu na Ukor poznatkd prinasejicich prilomové objevy a nalezy s redlnym
dopadem na lidskou ¢innost ¢&i zdravi, je vySe zminény rychly prfenos poznatku do praxe ukdzkou
scientometricky obtizné hodnotitelného dopadu nasi prace, ktera pfitom ma jiz po nékolika malo letech od
publikace pfimy vliv na spravnost diagnostiky pacient( s diabetes mellitus, tedy jednoho z nejrozsitenéjsich
civilizacnich onemocnéni.

Spole¢nym jmenovatelem vsech typl diabetu je hyperglykémie jakoZto nasledek potlaceni sekrece inzulinu,
inzulinové rezistence anebo kombinace téchto dvou faktor(. Historicky byli pacienti s diabetes mellitus
klasifikovani do dvou kategorii, pficemzZ pacienti s diabetes mellitus 1. typu byli charakterizovani deficientni
sekreci inzulinu, zatimco pacienti s diabetes mellitus 2. typu byli charakterizovani inzulinovou rezistenci, kterou
sekrece inzulinu nebyla schopna vykompenzovat.

Diabetes mellitus 1. typu je charakterizovan zanétlivymi procesy autoimunitni povahy, které vedou
k progresivni destrukci beta bunék slinivky bfisni a ¢asto az k Uplnému vymizeni sekrece inzulinu. Proto byval
diabetes mellitus 1. typu nazyvan inzulin-dependentnim diabetem. Byl povaZovan za typické onemocnéni déti,
dospivajicich a mladych dospélych. Nicméné, pozdéji se ukazalo, Ze diabetes mellitus 1. typu se mlzZe projevit i
ve vyrazné pokrocilém véku. Navic, diabetes mellitus 1. typu s nastupem ve stfednim ¢i vySSim véku je
asociovan s odlisSnou progndzou a preZziti téchto pacientli podléha odlisnym dlouhodobym trendiim neZ obecné
se lepsici situace s morbiditou a mortalitou pacientl, u kterych se diabetes mellitus 1. typu manifestoval jiz ve
véku détském ¢i béhem adolescence (Harjutsalo a kol. 2011).

Roku 1993 byl navrzen koncept LADA (z anglického latent autoimmune diabetes of adults) (Vandewalle a kol.
1993). Tento termin je uZivan pro autoimunitni formu diabetu s polygenni dédi¢nosti, ktera (na rozdil od
klasického diabetu 1. typu) nastupuje aZ v dospélosti. Jako vékové kritérium diagnézy LADA byva uZivan
minimalni vék prvni manifestace onemocnéni 30 nebo 35 let. Fenotyp pacientd s LADA diabetem se podoba
fenotypu pacientl s diabetes mellitus 2. typu a LADA byva casto jako diabetes 2. typu nespravné
diagnostikovan. Vyse uvedené se déje typicky u pacientll s rodinnou anamnézou pozitivni na diabetes a u
pacientd obéznich. Pro své sdilené znaky s diabetes mellitus 1. i 2. typu byva mnohymi autoritami povazovan za
intermedidrni formu diabetu, a to vcéetné paralelni asociace s genetickymi markery obou zminénych typ(
diabetu. Analyze asociace sgenetickymi markery autoimunity, konkrétné sfunkénimi polymorfismy ve
fosfataze PTPN22 (z anglického protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) se vénuji v jedné z priloh
pfedkladané habilitacni prace. Diagndza LADA je typicky zaloZena na ndlezu hyperglykémie doprovazené
selhanim produkce inzulinu namisto inzulinové rezistence. Detekovatelny je tedy pokles C-peptidu a zvysené
hladiny autoprotildtek proti antigenim beta bunék. Pacienti s LADA byvaji nej¢astéji pozitivni na protilatky proti
dekarboxylaze kyseliny glutamové (GADA), ktera u pacientd s diabetes mellitus 1. typu je typicka spiSe pro
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pacienty dospélé neZ pediatrické. Ostatni autoprotilatky proti antigenim beta bunék, napf. proti burikam
ostrvk( (ICA), ¢i proti inaktivni fosfataze asociované s insulinomem (IA-2A) se u pacientd s LADA také casto
exprimuji. Nejasna je situace ohledné exprese protilatek proti zinkovému transportéru ZnT8 (ZnTA), jejichz
prevalence je udavdna v Sirokém rozmezi od nékolika jednotek procent az do Urovné témér polovicni
prevalence [pfiloha 10, tab. S1]. Problematice prevalence ZnTA u ceskych pacientl s LADA jsme se proto
vénovali v jedné z pfiloh predkladané habilitacni prace [pfiloha 10]. Charakteristickym znakem LADA je, ze po
nékolik mésict od propuknuti nemoci pacienti s LADA nevyZaduji inzulin a Ize je 1é¢it obdobné jako pacienty
s diabetes mellitus 2. typu. Pfitomnost této nejméné nékolik mésicl trvajici periody, kdy lécba pacienta
nevyzaduje podavani inzulinu, je klicovym diagnostickym kritériem LADA. Jednotlivé diabetologické skoly se
ovSem opét neshodnou na minimalni délce trvani této periody. Vesmeés byva jako kritérium pro LADA uzivdna
délka trvani této periody po nejméné Sest a7 12 mésicl [priloha 10, tab. S1]. UZiti terminu LADA stale jesté neni
ustaleno, stejné jako jeho definice. Americky NIH (National Institutes of Health) definoval LADA jako diabetes 1.
typu, ktery se rozviji u dospélych osob (American Diabetes Association 2007), Expertni komise pro diagndzu a
klasifikaci diabetes mellitus (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus) termin
LADA neuznava vibec. Americka diabetologicka asociace v nejnovéjsich standardech lékafské péce o pacienty s
diabetem (Standards of Medical Care in Diabetes) termin LADA rovnéZ nezminuje a déli diabetes mellitus na 1.
typ, 2. typ, gestacni diabetes a specifické typy diabetu, do kterych vsak LADA nespadd (American Diabetes
Association 2018). Dfive se soudilo, ze u pacientld s LADA dochdzi kidentickym procesim zpUsobujicim
propuknuti nemoci jako u diabetes mellitus 1. typu, s tim, Ze tyto procesy jsou jen pomalejsi. Zaroven platilo
dogma, Ze pacienti s LADA a diabetes mellitus 1. typu jsou asociovani se stejnymi HLA (z anglického human
leukocyte antigen) alelami, spektrem protilatek, nizkou sekreci inzulinu a vysokou rychlosti progrese k zavislosti
na inzulinu (Pozzilli & Di Mario 2001). Nicméné, opak se zda byt pravdou. Klinické, farmakologické a genetické
charakteristiky pacient( s LADA je odlisuji jak od pacient( s diabetes mellitus 1. typu, tak od pacient( s diabetes
mellitus 2. typu (Brophy a kol. 2011; Canivell & Gomis 2014; Luo a kol. 2016); na toto téma se zaméfujeme
rovnéz i v priloze 10. Navzdory problémm s pfesnou definici a klasifikaci pacientd s LADA je nezbytné tyto
pacienty charakterizovat oddélené od pacientl s diabetes mellitus 1. typu. LADA vykazuje nejvyssi prevalenci
mezi autoimunitnimi typy diabetu s nastupem v dospélosti a prevalence tohoto typu diabetu je pravdépodobné
vyssi neZz prevalence samotného diabetes mellitus 1. typu (Laugesen a kol. 2015). Je tedy zifejmé, Ze LADA
vyzaduje do budoucna vyrazné vice pozornosti, nez bylo tomuto typu diabetu dosud vénovano.

Diabetes mellitus 2. typu zahrnuje 90% az 95% vsech diagnostikovanych pfipadd diabetu. Pacienti s diabetes
mellitus 2. typu maji vétSinou jen relativni (ne absolutni) deficienci inzulinu a vykazuji periferni inzulinovou
rezistenci. Zpoc¢atku, a Casto celoZivotné, nevyzaduji lé¢bu inzulinem. Vétsina pacientl s diabetes mellitus 2.
typu je obéznich nebo s nadvdhou, pricemZ obezita sama o sobé prispiva kinzulinové rezistenci. Pacienti
s diabetes mellitus 2. typu, ktefi nejsou obézni, ani nevykazuji nadvahu dle tradicnich kritérii, maji casto
zvySené procento télniho tuku v bfisnich partiich (American Diabetes Association 2018). V predkladané
habilitacni praci se pacientim s diabetes mellitus 2. typu nevénuji, s vyjimkou jejich uZiti jako kontrol pro
studium pacientd s LADA a MODY (z anglického maturity onset diabetes of the young) [ptilohy 10 a 12], proto i
zde v Uvodu nebude diabetes 2. typu dale rozvijen.

Gestacni diabetes je onemocnénim diagnostikovanym v druhém nebo tfetim trimestru téhotenstvi, kterému
nepredchazela manifestace diabetu pred otéhotnénim (American Diabetes Association 2018). Prvni pozorovani
béhem téhotenstvi a vytracejici se po jeho ukonceni (Duncan 1882). Neléceny gestacni diabetes vede ke
zvySeni materské a perinatdlni morbidity. Glukdza se snadno dostava pres placentu, a proto zvySena hladina
glukdézy u matky vede i k hyperglykémii plodu. Slinivka brisni plodu nasledné reaguje produkci a uvolfiovanim
zvySeného mnozstvi inzulinu a takto navozena hyperinzulinémie stoji za vétsinou komplikaci asociovanych
s gestanim diabetem; dohromady se tyto pfiznaky oznacuji jako diabeticka fetopatie. Charakteristickou je
predevsim makrosomie plodu, pricemz rlst plodu je disproporcni a zvlasté zbytnéla je podkozni tukova tkan.
Makrosomie se projevuje i tvorbou Sirokych ramen, coz predisponuje plod k dystokii ramének, tedy zdvazné
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porodni komplikaci. Po porodu se u déti matek s gestatnim diabetem mohou naopak projevit hypoglykémie.
Jsou zplsobeny pretrvavanim vysokych koncentraci inzulinu vkrvi novorozencl béhem ¢asného
novorozeneckého obdobi. Dalsimi patologiemi byvaji hypokalcémie, hyperbilirubinémie a pletora (Coustan
2013). Béhem téhotenstvi se Casto poprvé manifestuje i glukokindzovy (GCK) diabetes, ktery bude popsan nize;
suspektni pripady splnujici kritéria GCK-MODY diabetu jsou proto referovany na genetické testovani pro
vylouéeni zminéného autozomalné dominantné dédéného onemocnéni.

Mimo vysSe uvedené existuje fada minoritnich typl diabetu, které vznikaji zjinych pficin. Mezi né se radi
mendelisticky dédéné typy diabetu, at jsou to jiz autozomalné dominantni podtypy MODY diabetu anebo
autozomalné dominantné i recesivné dédéné podtypy novorozeneckého diabetu. Dale je mezi minoritni typy
diabetu zahrnut diabetes vznikajici nasledkem nemoci exokrinni slinivky bfisni, napt. cystické fibrézy nebo
pankreatitidy. V neposledni fadé do skupiny minoritnich typ( diabetu patfi i chemicky indukovany diabetes,
ktery lze navodit napriklad uzitim glukokortikoidli anebo antiparazitik, typicky pfi Ié¢bé zavaznych onemocnéni,
napf. AIDS (z anglického acquired immunodeficiency syndrome), nebo po transplantacich orgdnd, tedy pfi
prilezitostech, kdy je akceptovatelné i uziti 1ék( v davkach majicich silné diabetogenni Gcinky (American
Diabetes Association 2018). Chemicky indukovany diabetes Ize navodit i uZitim jed(, napf. jedem na krysy
Vacor (pyrinuron) [pfiloha 1]. Predkladana prace se zabyva nékolika minoritnimi typy diabetu, predevsim GCK-
MODY, ale i dalsimi dvéma nejcastéji se vyskytujicimi formami MODY, které jsou zplsobeny autozomalné
dominantnimi mutacemi v genech pro hepatocytarni nuklearni faktory (HNF), jmenovité v HNF1A (produkt
HNF-1a; z anglického hepatocyte nuclear factor-1 a) a HNF4A (produkt HNF-4a; z anglického hepatocyte
nuclear factor-4 o), tedy HNF1IA-MODY a HNF4A-MODY.

GCK-MODY je zplsobeno autozomalné dominantné pulsobicimi mutacemi potlacujicimi ¢i zcela inhibujicimi
aktivitu kindzy GCK. Zatimco pribéh GCK-MODY je velmi mirny, v pfipadé inaktivace obou alel GCK dochazi
k manifestaci permanentniho novorozeneckého diabetu, vzacného, ale zdvazného onemocnéni. Ve stejné
molekule mlzZe dochazet i k aktivaénim mutacim, které se manifestuji ve formé perzistentni hyperinzulinemické
hypoglykémie u déti. Protoze heterozygotné se manifestujici inhibice GCK je vesmés spojena jen s mirnou
hypoglykémii na la¢no, fada pacientd s GCK-MODY unika diagnostice kvuli absenci typickych symptomu
diabetu. Zdanlivé vyssi prevalence GCK-MODY je naopak znama ze zemi, ve kterych se provadi rutinni krevni
testy téhotnych Zen nebo oralni glukdzové tolerancni testy pribuznych diabetik(i z rodin s vicegeneracnim
vyskytem diabetu 2. typu (Osbak a kol. 2009). V predkladané praci se zabyvame jednak biochemickou
charakterizaci s diabetem asociovanych mutaci v GCK, in silico predikci jejich fenotypu [oboji pfiloha 2] a
zaroven i presahem do nadorového metabolismu biochemickou charakterizaci s nadory asociovanych
somatickych mutaci v GCK [pfiloha 5]. Za ucelem in silico predikci fenotypu mutaci v GCK jsme rovnéz vytvofili
aktualni soupis veskerych publikovanych mutaci v tomto genu [pfiloha 2, tab. S2].

Spolu s GCK-MODY je nejcastéjsSim typem monogenniho diabetu HNF1A-MODY. Manifestuje se nizkym
rendlnim prahem pro glykosurii a vyznamnou senzitivitou k derivatdim sulfonylurey. Pacienti s timto typem
diabetu byvaji v détstvi normoglykemicti, ale vykazuji progresivni defekt sekrece inzulinu. Diabetes je u
pacientd s HNFIA-MODY diagnostikovan vétSinou ve druhé az paté dekadé Zivota. Lécba je nutnd po zbytek
jejich Zivota, Casté jsou mikrovaskularni a makrovaskularni komplikace, zejména pfi neadherenci k lécbé.
Nemoc je |éCitelna Casto po velmi dlouhou dobu pomoci derivatl sulfonylurey, u fady pacientd je ale nasledné
nutna lécba inzulinem (Thanabalasingham & Owen 2011), inhibitory dipeptidyl peptidazy-4 (DPP-4), ¢i agonisty
peptidu podobného glukagonu 1 (GLP-1). Mezi senzitivitou pacientd s HNFIA-MODY k derivatim sulfonylurey
panuji velké individualni rozdily a pokud diabetolog nasleduje standardni davku, mdze dochazet k tézkym
hypoglykémiim (Hattersley & Patel 2017). Senzitivita k derivatim sulfonylurey je vyssi nejen oproti béziné
populaci, ale ctyrikrat vyssi i oproti pacientim s diabetes mellitus 2. typu (Pearson a kol. 2003). Pfi genetické
diagnéze HNF1A-MODY si je nutno byt védom castého vyskytu polymorfismd v HNF1A, které jsou mimo jiné
asociovany se zvySenym rizikem diabetes mellitus 2. typu. Nespravné nastavené rozliSeni mezi mutacemi
zplsobujicimi MODY a benignimi polymorfismy v genech asociovanych s MODY vedlo v Némecku k nespravné
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diagnéze HNF1A-MODY u 38% takto diagnostikovanych pacientl (Awa a kol. 2011; Hattersley & Patel 2017).
V predkladané praci se vénujeme zejména analyze farmakokinetiky a farmakodynamiky Siroce rozsirenych
derivatQ sulfonylurey u pacientd s HNF1A-MODY, pricemZz jsme se soustfedili predevSim na stidle jesté
nejrozsitené;si sekretagogum druhé generace z 60. let, glibenklamid, a na gliklazid, ktery se na ceském trhu
objevil v poloviné osmdesatych let, zprvu pouze pro lécbu diabetu manifestujiciho se spolu s retinopatii
(Smahelova 2008) [ptiloha 7]. U pacientl s HNFIA-MODY jsme rovné? sbirali data o expresi autoprotilatek proti
antigentm beta bunék [pFilohy 8, 9 a 10] a o spektru asociovanych polymorfismt v PTPN22 [ptiloha 11].

Tretim typem MODY, ktery byl mezi ndmi analyzovanymi pacienty pocetné zastoupen, je HNF4A-MODY. Tento
typ MODY je nékolikandsobné méné casty nez predchozi dva, tvofi zhruba 5% az 10% diagnostikovanych
pripadl MODY u nas i ve svété. Pacienti s HNF4A-MODY mivaji (na rozdil od pacientdi s HNF1A-MODY) normalni
rendlni prah glykosurie a vyraznou senzitivitu k derivatim sulfonylurey. Novorozenci se vyznacuji neonataini
hyperinzulinémii a hypoglykémii s asociovanou makrosomii. Typické jsou téZ nizké koncentrace lipoprotein(
s vysokou hustotou (HDL) a naopak vysoké koncentrace lipoproteinl s nizkou hustotou (LDL) (Hattersley &
Patel 2017). Z pohledu genetickych pricin nemoci je zajimavé, Ze pacienti s HNF4A-MODY zplsobenym mutaci
p.114R>W, kterd je pfitomna zhruba u 15% pacientd s HNF4A-MODY, maji fenotyp odlisny od ostatnich
pacientl s HNF4A-MODY. Je pro né typickou snizena senzitivita k 1é¢bé nizkymi davkami sulfonylurey, nemoc u
nich ma obecné snizenou penetranci a chybi ovlivnéni porodni hmotnosti (Laver a kol. 2016; Hattersley & Patel
2017). V predkladané praci se u pacientd s HNF4A-MODY vénujeme obdobnym tématlm jako u pacientl
s HNF1IA-MODY, tedy farmakokinetice a farmakodynamice derivatd sulfonylurey [pfiloha 7], idajim o expresi
autoprotilatek proti antigenidm beta bunék [pfilohy 9 a 10] a o spektru asociovanych polymorfism( v PTPN22
[priloha 11].

3.2 Autoprotildatky jako diagnosticky marker diabetu

Historie vyzkumu autoprotildtek proti antigenim beta bunék zacind objevem existence ICA uZ roku 1974.
Teprve po objevu tohoto typu autoprotildtek, jejichz pfesny epitop byl neznamy, nasledovaly objevy protilatek
specifickych k jednotlivym proteindm. Konkrétné doslo k objevu specifické s autoimunitnimi typy diabetu
asociované exprese autoprotilatek proti inzulinu (IAA), nasledné GADA, IA-2A a nakonec i ZnTA (Wenzlau &
Hutton 2013). Teprve v neddvné dobé nasledovaly objevy autoprotilatek proti desitkdm dalSich proteind. |
kdyz dalsi protilatky byly u nékterych pacientl s autoimunitnim diabetem pfitomny, jejich prevalence byla
nizka anebo se dramaticky mezi jednotlivymi publikovanymi studiemi liSila. Vesmés nedosahovala vice nez 1%
pacientl s diabetes mellitus 1. typu a konzistentné nepresahovala 10% v Zadné z publikovanych studii,
s vyjimkou recentné publikovanych autoprotilatek proti EEF1A1 (z anglického elongation factor 1 alpha 1),
UBE2L3 (z anglického ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3) a tetraspaninu 7 (Koo a kol. 2014; Walther a kol.
2016), nicméné pro protilatky proti témto tfem antigenim nejsou dosud komeréné dostupné diagnostické
eseje, jejich vyvojem a testovanim se zabyvdme mimo jiné v nasi laboratofi. Dédle existuje celda fada
autoprotilatek znamych z mysich modeld diabetu a prediabetu a proti antigenim s vysokou prevalenci i u
¢lovéka, jakou maji napfiklad autoprotilatky proti gangliosiddm GM2-1 (Dotta a kol. 1998), jejichz diagnostické
vyuziti vSak blokuje ¢asty nespecificky vyskyt pfi autoimunitnim, s diabetem nesouvisejicim, postizeni jinych
tkani. Diagnostika autoimunity asociované s (pre)diabetem tedy stdle zavisi na pouhych Cctyfech
autoantigenech, které byly objeveny pred vice nez jednou dekadou [pfiloha 10].

Rutinni diagnostika autoimunnich typ( diabetu vyuZiva test( autoprotildtek proti antigendim beta bunék jako
prikazu s diabetem asociované autoimunity, pfi¢emz pozitivita na vétsi pocet téchto autoprotilatek je spojena
s presnéjsi diagndzou. Testovani viceCetnych autoprotilatek proti beta bunkam je dnes rutinou pfi klinické
diagndze pediatrického diabetu i diabetu s ndstupem az v dospélosti. Stdle vice zemi pfechazi z testovani
pouze na jednu nebo dvé autoprotilatky (obvykle GADA a IA2A nebo ICA) na paralelni testy tfi nebo vice typu
autoprotilatek, coz je pfinosem pro zpresnéni diagnostiky. Priikaznost nékterych autoprotilatek, konkrétné
ZnTA, je vsak jednoznacna jen u pediatrickych pacientd, zatimco u pacientl s nastupem diabetu v dospélosti je
sporna [priloha 10, tab. S1]. Zaroven autoprotilatky proti inzulinu, které se u autoimunitniho diabetu této
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vékové kategorie vyskytuji, nelze testovat, jakmile pacientovi zacal byt podavan inzulin.

V priloze 10 predkladané prace jsme se proto zaméfili na prevalenci ZnTA u Ceskych pacientd s LADA. ZnTA
byly objeveny skupinou Johna C. Huttona jako vysoce prevalentni autoprotilatky u skupiny nové
diagnostikovanych pacientl s diabetes mellitus 1. typu (prevalence 60%—80%) a u pacientl s dalSimi
autoimunitnimi chorobami (Addisonova choroba 9%, celiakie 31%, ale systemicky lupus erythematosus 0% a
revmatoidni artritida rovnéz 0%). U kontrolnich osob bez autoimunitnich onemocnéni se prakticky nevyskytuji
(<2%) a jsou rovnéz malo Casté u pacientl s diabetes mellitus 2. typu (<6%) (Wenzlau a kol. 2007). Podobné
hodnoty prevalence popsala nedavno Marta Fichna se svymi spolupracovniky, ktefi zaroven zjistili, Ze pokud
pacienti s Addisonovou chorobou jsou pozitivni na ZnTA, polovina z nich ma zaroven diabetes mellitus 1. typu
(Fichna a kol. 2016). Pacienti pozitivni na ZnTA se objevuji téZ u Hashimotovy thyroiditidy (20-21% prevalence;
zminéna studie méla ale 6% prevalenci ZnTA i u kontrolnich osob) (Masala a kol. 2014). U pacientt s cystickou
fibrézou nejsou ZnTA pfilis ¢asté, udavana je pouha 3% prevalence (Bizzarri a kol. 2013). U pacient( s diabetes
mellitus 1. typu je pozitivita na ZnTA asociovana se zvySenym rizikem Hashimotovy thyroiditidy (Rogowicz-
Frontczak a kol. 2014), vzrist mlZe rovnéz pred a po ockovani, napriklad proti chfipce (Svensson a kol. 2014).
Uziti ZnTA pro diferencialni diagnostiku autoimunitniho diabetu je komplikovano tim, Ze v nékterych regionech
je pomérné vysoka prevalence autoprotilatek diabetu neautoimunitniho plvodu. Napfriklad z Estonska byla
publikovéna studie tvrdici, Ze 22% jimi zkoumanych pacientl s diabetes mellitus 2. typu bylo pozitivnich na
autoprotildtky proti antigenm beta bunék, pficemz 6% bylo pozitivnich na ZnTA (Haller-Kikkatalo a kol. 2015).
Podobné koncipovanad studie ze Singapuru udava 9% prevalenci autoprotilatek proti antigenim beta bunék u
pacientl s diabetes mellitus 2. typu, pfi¢emz 2% byla pozitivnich na ZnTA (Ng 2014). V americké ACCORD studii
byla pozitivita pacienttd s diabetes mellitus 2. typu na ZnTA spojena s tézkymi hypoglykémiemi a neschopnosti
dosdhnout glykovaného hemoglobinu (HbAlc) =42 mmol/mol (Chow a kol. 2015). Pacientky s gestacnim
diabetem rovnéz mohou byt pozitivni na ZnTA, 5% prevalence byla publikovana z Austrélie (Rudland a kol.
2015) a 3% prevalence ze Svédska (Dereke a kol. 2016) [pFiloha 10].

U pacientll s MODY jsme popsali casty vyskyt autoprotilatky GADA. Do doby publikace nasich vysledka
existovala jen jedind obdobna zprava (Schober a kol. 2009), kterd ale byla zaloZena na némeckém registru
pacientll s diabetem, u néjz je v posledni dobé zpochybnovana uroven diagnostiky MODY a pravdépodobné
zahrnuje velké mnoiZstvi pacientd, jejichZz diabetes byl chybné diagnostikovan jako MODY (Awa a kol. 2011;
Hattersley & Patel 2017). Tato situace je zvlasté kuridzni vzhledem k tomu, Ze v mnoha casto i vyspélych
zemich pacienti naopak stéle jesté nejsou naopak na genetické potvrzeni diagnézy MODY posilani viibec nebo
jen vmalé mire (Kleinberger a Pollin 2015). GADA jsou skupinou autoprotilatek proti 64kDa a 67kDa
isoenzymdm dekarboxylazy kyseliny glutamové oznadované GAD65 a GADG67. Isoenzym oznacovany jako
GADG65 odpovida 64kDa formé a ma vysokou antigenicitu, zatimco GAD67 s nim sdili jen 65% podobnost
aminokyselinové sekvence. Navzdory tomu, Ze GAD67 je rozpustnéjsi, jeho antigenicita je vyrazné nizsi nez
antigenicita GAD65. Popsany byly poprvé ze séra pacienta s diabetes mellitus 1. typu, epilepsii a stiff-person
syndromem (Solimena a kol. 1988; Baekkeskov a kol. 1990). Dnes jiz vime, Ze tento pacient v sobé spojoval dvé
hlavni diagnozy, po které jsou GADA typické — autoimunitni diabetes i stiff-person syndrom. Autoprotilatky
proti GADA se vyskytuji pfi nastupu diabetu u 70% az 90% pacientl s diabetes mellitus 1. typu, a u pacientu
s diabetes mellitus 1. typu s nastupem v dospélosti se jedna o marker s nejvyssi senzitivitou ze vSsech dosud
klinicky uZivanych autoprotildtek (Shoenfeld a kol. 2014). GADA jsou téZ cennym markerem LADA. Protoze
mladé nahé mysi |écené intravendzni davkou rekombinantni GAD65 nebo GAD67 jsou chranény pred diabetes
mellitus 1. typu navozenim tolerance T-bunék (Clemente-Cadares a kol. 2012), obdobny zplsob [écby byl
klinicky testovan i na lidskych dobrovolnicich. Nicméné jak podani GAD, tak podani deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) kodujici tento enzym nevedla k vyznamnéjsim terapeutickym Uspéchlm (Fenalti & Buckle 2010; Larsson
& Lernmark 2011; Shoenfeld a kol. 2014).

Posledni autoprotilatkou asociovanou s diabetem, které se v predkladané praci okrajové vénujeme, je IA-2A.
Podobné jako v ptipadé GAD se opét jedna o jeden z hlavnich autoantigenl asociovanych s diabetes mellitus 1.
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typu (Lan a kol. 1994). Antigen sam je inaktivni proteinovou tyrosinovou fosfatazou podilejici se svymi
neenzymatickymi aktivitami na regulaci sekrece inzulinu. Objevuje se charakteristicky jiz béhem prediabetu
(Pietropaolo a kol. 2005), v pozdéjsich fazich rozvoje nemoci jeji hladina naopak klesa. U pacientd s ndstupem
autoimunitniho diabetu aZ vadolescenci a dospélosti je zastoupena vyrazné méné neZ u pacientl
pediatrickych (Lampasona a kol. 2010; Hawa a kol. 2013; Xiang a kol. 2015).

Genetické riziko exprese autoprotilatek proti antigeniim beta bunék i nasledné manifestace autoimunitniho
diabetu je vysoké, avSak nedostatecné podchycené. Zatimco u dvojcecich studii je shoda ve vysi 40% az 90%
pro jednovajec¢na dvojcata, u dvojvajecnych sourozenct jiz shoda klesa na pouhych 12.9%, 4.5% a 1.8% pfi
sdileni dvou, jedné ¢i Zadné rizikové HLA alely (Pociot a kol. 1993; Kyvik a kol. 1995; Shoenfeld a kol. 2014).
Nosicstvi rizikovych HLA alel je zfejmé nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem pro vznik autoimunitniho diabetu.
Pro diabetes mellitus 1. typu jsou charakteristické rizikové haplotypy DR4, DQB*0302 a/nebo DR3, DQB*0201,
které sdili zhruba polovina pacientd stimto onemocnénim (Shoenfeld a kol. 2014). Nicméné pfitomnost
rizikovych HLA-DQ haplotypd ma jen malou predikéni hodnotu pro expresi ¢i absenci autoprotilatek. U
séronegativnich pacientl se dvéma rizikovymi HLA-DQ alelami je ale po nastupu diabetes mellitus 1. typu
rychlejsi rozvoj zavislosti na inzulinu (Pietropaolo a kol. 2002). Pokud se zaméfime na LADA, oblast hlavniho
histokompatibilniho komplexu (polymorfismus rs9272346) je opét nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem a je
nasledovana polymorfismy v PTPN22 (rs6679677, na ktery jsme zaméfili v predkladané praci) a SH2B3
(rs17696736). VSechny zminéné rizikové polymorfismy jsou sdileny s diabetes mellitus 1. typu, se kterym je ale
jejich asociace vyraznéjsi. Pacienti s LADA se ve svych polymorfismech lisi i od pacientd s diabetes mellitus 2.
typu. Nejvyznamnéjsi z polymorfismU charakteristickych pro diabetes mellitus 2. typu, rs7903146-T v genu
TCF7L2 (z anglického transcription factor 7-like 2), je u pacientll s LADA zastoupen vyrazné méné nez u
pacientl s diabetes mellitus 2. typu a tedy nehraje zasadnéjsi roli v etiologii LADA. Naopak polymorfismus
rs12427353 v HNF1A je charakteristicky jak pro LADA, tak pro diabetes mellitus 2. typu (Mishra a kol. 2017).
Zajimavé je, ze jediny dosud znamy marker( povazovanych za rizikové pro diabetes mellitus 1. i 2. typu, GLIS3
(z anglického GLI-similar protein 3), neni povaZovan za rizikovy faktor pro LADA (Groop & Pociot 2014).

3.3 Molekuldrni podstata typii monogennich typii diabetu

Zatimco diabetes mellitus 1. a 2. typu a LADA jsou nemocemi polygennimi, svyznamnym podilem vliv
prostfedi, u monogennich typU diabetu byva pfiina jasné definovana a penetrance vysoka, casto témér
absolutni. Ze tfi monogennich typl diabetu, kterym se vénuiji v predkladané praci, je situace nejpfimocarejsi u
GCK-MODY. GCK je jednou z péti savCich adenosintrifosfat (ATP)-dependentnich hexokinaz, navzajem blizce
ptibuznych enzyml fosforylujicich glukdzu, lisicich se navzdjem svymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi.
Plsobi jako senzor glukdzy v beta bunkach slinivky bfisni, reguluje preménu glukdzy na glykogen v jatrech, dale
je exprimovdna i v mozku a endokrinnich burikdch stfeva (Jetton a kol. 1994). Oproti ostatnim hexokindzdm
vykazuje nizsi afinitu ke svému substratu, tedy reakci katalyzuje pouze tehdy, pokud hladina glukézy dosahne
dostatecné vyse, typicky po pfijmu potravy (Larion a kol. 2015). Naopak na la¢no je GCK malo aktivni. K jeji
senzorické funkci prispiva i specifickd enzymova kinetika, kterd je kooperativni a zavislost pocatecni rychlosti
reakce na koncentraci glukdzy neni hyperbolickd, jak je tomu bézné u vétsiny enzymd, ale sigmoidni. Pfestoze
se GCK chova kooperativné, jde o monomerni enzym, tento paradox byl vysvétlen teprve pred nékolika lety na
zakladé dynamickych procest probihajicich v milisekundovych intervalech v malé katalytické doméné této
molekuly (Larion a kol. 2015). Aktivita GCK se vétSinou udava pomoci relativniho indexu aktivity (RAI) a prahu
pro glukézou indukované uvolnéni inzulinu (GSIR-T). RAI vychazi z namérenych hodnot enzymové kinetiky,
konkrétné Sos, Hillova koeficientu, k..t a ATP Ky a slouzi pro pfimé porovnani aktivity GCK nesouci jednotlivé
mutace s divokym typem enzymu; rovnice pro vypocet byla publikovdna Matschinskym (2009). Za vyuziti tzv.
minimalniho matematického modelu, ktery reflektuje kinetické charakteristiky divoké formy GCK a mutantnich
forem GCK pfi zohlednéni koeficientu stability a po adaptaci na koeficient exprese lze predikovat prah beta
bunék pro uvolnéni inzulinu pomoci proménné GSIR-T. Vypocet GSIR-T predpoklada naplnéni fady
konsenzudlné stanovenych predpokladll pro to, aby vysledek byl vérohodny (Davis a kol. 1999; Matschinsky &
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Magnuson 2000). Nasledkem kompenzace heterozygotné se manifestujicich mutaci v GCK-MODY
prostiednictvim exprese druhé (zdravé) alely v GCK-MODY nedochazi k dramatickému zvyseni lacné glykémie a
i nejzavaznéjsi mutace se manifestuji lacnymi glykémiemi jen do Urovné lehce presahujici 7 mM glukdzu v séru.

v

Zatimco stanoveni pricin diabetu u GCK-MODY je u vétsiny mutaci v GCK snadno srozumitelnou zaleZitosti, opak
je pravdou u diabetu zplisobeného mutacemi v transkripcnich faktorech. Jak popisujeme v nami publikovaném
review [priloha 6], HNF jsou skupinou fylogeneticky neptibuznych transkripcnich faktor(. HNF-1a, jemu
strukturalné podobny 1B (HNF-1B), HNF-4a, 3a (HNF-3a — FOXA1 (z anglického forkhead box A1)), 3B (HNF-3p —
FOXA2 (z anglického forkhead box A2)) a 3y (FOXA3 (z anglického forkhead box A3)) predstavuji tkanové
specifické, vzajemné kooperujici transkripcni faktory, které reguluji predevsim spravny embryondini vyvoj a
postnatalné se podileji na zachovani metabolické homeostazy. HNF-1a je exprimovan zejména v hepatocytech,
slinivce brisni (endokrinnim i exokrinnim parenchymu), proximalnich renalnich tubulech a gastrointestinalnim
traktu (tenkém strevé a Zaludku). Podobné HNF-4a je exprimovan predevsim v jatrech, beta burikach a jinych
Castech ostravkd, proximalnim renalnim tubulu a gastrointestinalnim traktu (Yamagata 2003; Gonzalez 2008).
Transkripce fizena prostrednictvim HNF se liSi nejen v jednotlivych tkanich, ale tézZ v riznych fazich ontogeneze
(Pearson a kol. 2004; Servitja & Ferrer 2004). HNF-1a je aktivovan je v dobé hepatdlni, pankreatické, renalni a
intestinalni organogeneze, tedy v pomérné pokrocilém stupni bunécéné diferenciace (Cereghini 1996). Naopak,
HNF-4a hraje klicovou roli jiz v brzkém embryonalnim vyvoji a ¢asné organogenezi (Hayhurst a kol. 2001), kdy
zodpovida za normadlni funkci visceralniho endodermu a nasledné za strukturaini a funkcni diferenciaci
hepatocytl (Chen a kol. 1994; Li a kol. 2000) a stfevnich bunék (Boyd a kol. 2009). V tkanich dospélych jedinca,
zejména v jatrech, se vyznamné uplatriuje v Fizeni metabolickych pochod, kde zajistuji transkripci stovek gen(
zahrnujicich enzymy podilejici se na glykolyze a glukoneogenezi, metabolismu mastnych kyselin, syntéze
apolipoproteind, Zlu¢ovych kyselin, plasmatickych bilkovin, ureagenezi a transportéry a enzymy podilejici se na
Iékovém metabolismu (Stoffel & Duncan 1997; Odom a kol. 2004; Gonzalez 2008; Walesky & Apte 2015). Je
povaZovan za Ustfedni reguldtor genové exprese v jatrech (Walesky & Apte 2015), pficemz mezi HNF-4a a HNF-
la existuje zpétnovazebnd regulaéni smycka (Ferrer 2002). Regulace enzyml podilejicich se na Iékovém
metabolismu je dulezitd i z pohledu pacientd s MODY, jednou ze skupin genQ, jejichZz transkripci HNF-4a
reguluje, jsou monooxygendzy cytochromového systému P450 (CYP), zejména pak CYP2A6 a CYP3A4 (Watt a
kol. 2003; Kamiyama a kol. 2007; Gonzalez 2008; Hwang-Verslues & Sladek 2010). Nasledkem regulace exprese
monooxygendz dochazi k ovlivnéni odbouravani derivatl sulfonylurey. VySe uvedené bylo zjisténo na mysim
modelu Hnfla-MODY (Boileau a kol. 2002), nicméné nepodafilo se nam nasledné prokazat pfitomnost
shodného zplsobu regulace u lidskych pacientll s HNFAA-MODY a HNF1A-MODY [pfiloha 7]. V beta burikach
slinivky btisni jsou oba faktory vyznamné pro transport a intracelularni metabolismus glukdzy, sekreci inzulinu a
bunécény cyklus (Stoffel & Duncan 1997; Wang a kol. 2000; Fajans a kol. 2001; Wobser a kol. 2002). HNF-1a
reguluje apoptdézu a proliferaci beta bunék; knock-out, popfipadé exprese dominantné negativni mutace
Hnfla, vede ke sniZeni rychlosti proliferace beta bunék a sniZuje rezistenci k apoptéze (Pontoglio a kol. 1998;
Hagenfeldt-Johansson a kol. 2001; Wobser a kol. 2002, 2006; Bonner a kol. 2010). V beta burkach slinivky
btisni HNF-1a aktivuje vazbou na promotorové regiony glukézovy transportér 2 (GLUT2) a pyruvat kinazu typu L
(PKL), coz je enzym limitujici rychlost glykolyzy. Reguluje téZ mitochondridlni enzymy a organizaci samotnych
ostrlvk( slinivky bfisni prostfednictvim regulace exprese E-cadherinu (BooB-Bavnbek a kol. 2011). Pro
metabolismus glukézy ma vyznam i exprese HNF-1a v ledvinach, kde reguluje expresi sodiko-glukézového
transportéru 2 (SGLT2) podilejiciho se na reabsorpci glukdzy a nékterych dalSich metabolitl (Pontoglio a kol.
2000). Nefunkénost HNF-1a ¢i HNF-4a neni slucitelnd se Zivotem (Ellard & Colclough 2006), heterozygotni
mutace jsou asociovany se vznikem MODY (jak jiZz bylo uvedeno vyse). K diabetu se u heterozygotl pridava
Casto snizeni renalniho prahu pro glukdzu (glykosurie), selektivni aminoacidurie, u nékterych mutaci i jaterni
adenomatdza (Bluteau a kol. 2002; Reznik a kol. 2004), u heterozygotl v HNF4A se pridava i snizeni HDL
cholesterolu a apolipoproteinl ApoAll a ApoClIl (Yamagata a kol. 1996; Shih a kol. 2000). HNF plsobi vesmés ve
formé dimérd, u heterozygotll se projevuje jak haploinsuficience, tedy ztrata funkce jedné alely, tak
dominantné negativni efekty, tedy narusSeni funkce paralelné exprimovaného divokého typu proteinu
(Yamagata a kol. 1998; Vaxillaire a kol. 1999; Wang a kol. 2000; Ryffel 2001), pficemZ haploinsuficience nad
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dominantné negativnimi efekty u vétsiny dosud testovanych mutaci prevazuje (Stoffel & Duncan 1997; Shih a
kol. 2000). V beta burikach heterozygotni mutace v HNF1A ¢i HNF4A ziejmé narusuje zpétnovazebnou regulacni
smycku mezi témito dvéma geny, coz nasledné vede k poklesu aktivity vSech ctyr alel téchto dvou gena (Ferrer
2002); v jinych tkdnich k vySe uvedené deregulaci zpétnovazebné smycky nedochdzi a roli HNF1A ¢i HNF4A
(Fajans a kol. 2001) zfejmé prebiraji jiné transkripéni faktory. U¢inek mutaci v HNF1A & HNF4A na pokles
syntézy inzulinu beta burikou je velmi komplexni a zahrnuje snizeni privodu glukézy do bet buriky, poruchu
glykolyzy a oxidacni fosforylace s nasledkem nedostatecné produkce ATP a neschopnosti otevieni draslikovych
kanall, pokles obsahu vapniku a tim i snizenou schopnost degranulace inzulinovych granuli, snizenou syntézu
inzulinu podminénou nedostatecnou expresi inzulinového genu, prevahu apoptdézy nad proliferaci a tim
postupny Ubytek masy beta bunék a snizeni adaptivni reakce na hyperglykémii prostfednictvim hyperplazie a
hypertrofie (Wang a kol. 2000; Servitja & Ferrer 2004) [priloha 6].
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4. CILE

Obecnym cilem predkladané habilitacni prace bylo pfispét k objasnéni vybranych aspektd molekularni
patologie diabetu. ProtoZe predkladana prace je souborem samostatné publikovanych prispévkd, jednotlivé
cile na sebe navazuji spiSe volnéjsim zplsobem a tykaji se tfi tematickych oblasti — a) objasnéni role mutaci
v GCK a predikce fenotypu jejich, jakozto i mutaci dalSich gend, které vedou ke vzniku mendelistickych chorob,
b) asociacni studie prevalence polymorfisml ve fosfataze PTPN22 s méné prozkoumanymi typy diabetu a
nékterymi klinickymi charakteristikami pacient, a c) zpresnéni informaci o expresi autoprotilatek proti
antigenlim beta bunék u pacientl s diabetem, véetné pacientd s jinymi nez autoimunitnimi typy diabetu. Cile
jednotlivych samostatné publikovanych prispévkd jsou vypsany nize.

4.1 Prehled faktorii vedoucich k poskozeni a destrukci beta bunék [priloha 1]

Cil prvniho prispévku v poradi byl edukacni a spocival v sestaveni prehledné prace, urcené ceskym
diabetologlim, o faktorech, které potencialné nebo redlné vedou k dysfunkci a posléze k poskozeni a bunécné
smrti beta bunék slinivky brisni. Stupen tohoto poznani dava nadéji na moznosti mnohem SirSi a soucasné
cilenéjsi prevence diabetu, zejména diabetu 2. typu.

4.2 Analyza enzymové kinetiky a predikce funkce mutaci asociovanych s GCK-MODY [pfiloha 2]

Cilem bylo ptipravit robustni diikazy umozZiujici volbu nejlepsi z dostupnych metod a jejich nastaveni zalozené
na dlkazech za ucelem predikce efektl zdménovych nesynonymnich mutaci v GCK. Jednd se o prvni studii,
kterd srovndva vystupy predikénich metod s vysledky in vitro méreni publikovanych v minulosti ¢i v ramci
predkladané prace a s klinickou informaci o pacientech nesoucich predmétné mutace. Cilem navrhu nastaveni
metod zaloZeného na dikazech bylo vyfeSeni problém( s naprosto zanedbatelnou specificitou vsech dfive
arbitrarné navrZenych nastaveni téchto prediktor(i pti predikci efektd mutaci v GCK. Cilem zéarover bylo
umoznéni dostatecné specifickych a senzitivnich predikci efektd mutaci v GCK, které dosud nebyly v klinické
praxi zaznamendany a pro néz neexistuji ani in vitro data.

4.3 Zména obecného nastaveni predikénich algoritmi pro predpovéd klinické manifestace
fenotypl zaménovych mutaci [pFiloha 3]

Cilem prispévku bylo ovéreni hypotézy tvrdici, Ze spolehlivost predikénich metod muze byt zvySena zménou
nastaveni z arbitrarniho na nastaveni zaloZena na dikazech a ovéreni tohoto konceptu prostfednictvim
pfipravy a validace modelu tohoto pfistupu pro geny asociované s mendelistickymi onemocnénimi (napfr.
HNF4A). Zaméfili jsme se na zaménové mutace, které jsou asociovany s mendelistickymi onemocnénimi a
porovnali jsme je s mutacemi videntickych genech, které vsak k manifestaci predmétnych onemocnéni
nevedou. Za pomoci tohoto pristupu zaloZzeného na dikazech bylo nasim cilem nastavit jednotlivé predikéni
metody tak, aby doslo k vyznamnému zvyseni specificity predikce mutaci zplsobujicich jednotlivd onemocnéni
u mutaci identifikovanych nové v pribéhu genomickych a proteomickych experimentd.

4.4 Prehled stdvajicich poznatkii o redox regulaci hexokindz [pFiloha 4]

V ramci extenze naseho vyzkumu do oblasti redox signalizace bylo vramci tohoto prispévku nasim cilem
pripravit prehlednou praci o modulaci a ¢asoprostorové lokalizaci regulace aktivity hexokinaz prostrednictvim
reaktivnich forem kysliku a dusiku a plynnymi signalnimi molekulami. Vyznam redox regulace hexokinaz je
v zakladnim vyzkumu i klinické praxi stale jesté nedocenén. Vzhledem ktomu, Ze jde o klicové enzymy
zodpovidajici za prvni reakci glykolyzy a zaroven dozirajici na fadu dalSich bunécnych procesa, véetné regulace
redox signalizace mitochondrii, jde o téma, které jisté v blizké budoucnosti bude nabyvat na vyznamu.

4.5 Enzymova kinetika a stabilita somatickych s nadory asociovanych zaménovych mutaci
v GCK [pFiloha 5]
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Pred vypracovanim této studie nebylo zfejmé, zda somatické s nadory asociované mutace v GCK jsou povahy
fidici nebo pasazérské a zda maji roli v nastupu a progresi zhoubného bujeni. V extenzi ostatnich nasich
experimentl s GCK jsme postulovali hypotézu tvrdici, Ze somatické s nadory asociované mutace v GCK zahrnuji
z Casti takové, které maji aktivujici efekt na enzymovou kinetiku GCK nebo které zvysuji stabilitu GCK. Nasim
cilem bylo jednak prinést dlkazy o pfipadné pritomnosti aktivacnich mutaci vramci dosud znamych
somatickych snadory asociovanych mutaci v GCK prostfednictvim analyzy jejich enzymové kinetiky a
proteinové stability.

4.6 Prehled HNF ve vztahu k diabetes mellitus [pFiloha 6]

Cil Sestého pfispévku v poradi byl edukacni a spocival v sestaveni prehledné prace uréené ceskym
diabetologlim, kterad se zabyva vyznamem HNF pro porozuméni etiologie diabetu a patofyziologie dysfunkce
beta bunky u MODY a diabetes mellitus 2. typu. Objev role HNF umoznil individualizovat Ié¢bu pacientl
s MODY a zfejmé v budoucnu ptispéje i k presnéjsi klasifikaci podtyp( diabetes mellitus 2. typu.

4.7 Kinetika derivdti sulfonylurey u pacienti s MODY [pFiloha 7]

Pred vypracovanim tohoto prispévku nebylo zfejmé, zda pozorované efekty derivatli sulfonylurey u pacientd
s MODY jsou zplsobeny delsim polo¢asem rozpadu derivatl sulfonylurey u téchto pacientd, jak by tomu
nasvédcovaly vysledky z mysiho modelu, anebo zda je zminéna zména farmakokinetiky charakteristickou
pouze pro hlodavce ¢i jina zvirata. Postulovali jsme proto hypotézu tvrdici, Ze terapeuticky potencial derivatd
sulfonylurey u pacientli s HNF1A-MODY nebo HNF4A-MODY vychazi ze snizené clearance léCiva. Za uUcelem
ovéreni této hypotézy jsme analyzovali farmakokinetiku a farmakodynamiku dvou Siroce rozsifenych derivat(
sulfonylurey, glibenklamidu/glyburidu a glipizidu u pacientl s HNF1IA-MODY nebo HNF4A-MODY a kontrolni
skupiny osob bez diabetu.

4.8 Prvni pozorovdni autoprotilatek proti antigenim beta bunék u rodiny pacientii s MODY
[priloha 8]

Cilem této kazuistiky byl popis prvni rodiny pacientd s MODY, u niZ jsme zaznamenali viceCetny vyskyt
autoprotilatek proti antigenim beta bunék.

4.9 Funkéni relevance pfitomnosti autoprotildtek proti antigeniim beta bunék u pacienti s
MODY [pfiloha 9]

V ramci této studie jsme popsali prevalenci autoprotilatek proti antigenim beta bunék u ¢eskych pacientd
s MODY a nasledné jsme postulovali a testovali hypotézu tvrdici, Ze pfitomnost protilatek u pacientd s MODY
muZze byt asociovana s odliSnostmi v ndstupu a progresi nemoci.

4.10 Stanoveni protildatek proti zinkovému transportéru u pacienti s LADA a MODY [pFiloha 10]

Cilem studie byla analyza prevalence ZnTA u pacientd s diabetes mellitus s progresi k inzulinoterapii podobnym
fenotypu LADA, ktefi byli pozitivni na autoprotilatky GADA a/nebo IA-2A (pacienti s LADA) anebo negativni na
tyto protilatky a s vysokym C-peptidem (pacienti s diabetes mellitus 2. typu zavisli na inzulinu). Nasim cilem
bylo zjistit, zda variabilita v titrech ZnTA je asociovana s odliSnostmi v klinickém fenotypu LADA. Postulovali a
testovali jsme hypotézu, Zze ZnTA mohou byt prognostickym markerem umoznujicim odliSeni autoimunitnich
typU diabetu od MODY v podminkach stfedni a vychodni Evropy, kde pfiblizné Ctvrtina pacientli s MODY je
pozitivni na GADA a/nebo IA-2A [pFiloha 9]. Postulovali a testovali jsme zarover hypotézu predpokladajici, ze
prevalence a titry ZnTA jsou regulovany funkénimi polymorfismy ve fosfataze Lyp, jak vyplyva z predchozich
analyz u pacientl s diabetes mellitus 1. typu (Capasso a kol. 2013).

4.11 Stanoveni frekvence funkénich polymorfismi v PTPN22 u pacientii s MODY [pFiloha 11]
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Cilem studie byla analyza funkénich polymorfisml v PTPN22, enzymu s jednou z nejvétsich znamych variabilit
mezi jednotlivymi populacemi a etniky. Zminéné polymorfismy ovliviiuji nastup autoimunitnich onemocnéni,
zejména diabetes mellitus 1. typu [pfiloha 11, tab. 1]. Postulovali a testovali jsme hypotézu tvrdici, Ze exprese
autoprotildtek proti antigenim beta bunék u pacientd s MODY by mohla byt asociovana s pfitomnosti
specifickych jednonukleotidovych polymorfismd v PTPN22, které ovliviuji aktivitu a protein-proteinové
interakce fosfatazy Lyp. Za ucelem ovéreni zminéné hypotézy jsme testovali alelické frekvence polymorfism(
v PTPN22 u pacientl s MODY ze étyf geografickych oblasti, z Ceské republiky, Izraele, Japonska a Brazilie a
analyzovali jsme vazby mezi expresi autoprotilatek u pacientd s MODY a rizikovymi jednonukleotidovymi
polymorfismy v PTPN22.

4.12 Stanoveni frekvence funkénich polymorfismii v PTPN22 u pacienti s LADA [pFiloha 12]

Pfed vypracovanim tohoto prispévku nebylo zfejmé, zda a do jaké miry polymorfismy v PTPN22 pfispivaji
k nastupu a klinickému obrazu LADA. Postulovali a testovali jsme hypotézy tvrdici, Ze a) LADA se chova jako
hybridni forma diabetu s ohledem na jednonukleotidové polymorfismy v PTPN22 (Grant a kol. 2010; Tuomi a
kol. 2014). b) Osoby nesouci rizikové jednonukleotidové polymorfismy v PTPN22 manifestuji LADA ve srovnani
s obecnou populaci ¢astéji, coZz vyplyva z asociace jednonukleotidovych polymorfismi v PTPN22 s mnoha
autoimunitnimi onemocnénimi [pFiloha 11, tab. 1]. c) Asociace jednonukleotidovych polymorfismd v PTPN22
s LADA a diabetes mellitus 2. typu s progresi k inzulinoterapii podobnou LADA se u jednotlivych pohlavi lisi
obdobné, jako bylo dfive publikovano pro pacienty s diabetes mellitus 1. typu (Kahles a kol. 2005; Fedetz a kol.
2006; Nielsen a kol. 2007, ale srov. Cinek a kol. 2007; Blasetti a kol. 2017). d) Rizikové jednonukleotidové
polymorfismy v PTPN22 jsou asociovdany se zvySenymi sérovymi hladinami autoprotilatek GADA a IA-2A u
Ceskych pacientl s LADA a s diabetes mellitus 2. typu s progresi kinzulinoterapii podobnou LADA, tedy
podobné jako bylo dfive publikovdano pro asociaci ¢.1858T se sérovymi hladinami autoprotilatek proti
antigenim beta bunék u pacientl s diabetes mellitus 1. typu (Hermann a kol. 2006; Maziarz a kol. 2010;
Andersen a kol. 2012) a s vysokymi sérovymi titry GADA u pacientl s LADA (Petrone a kol. 2008).
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5. MATERIAL A METODIKA

5.1 Analyza enzymové kinetiky mutaci asociovanych s GCK-MODY [prFiloha 2]

Ptipravili jsme sérii konstruktl GCK, které nesou dfive publikované (Pruhova a kol. 2003; Pinterova a kol.
2007; Lukasova a kol. 2008; Prihova a kol. 2010; Valentinova a kol. 2012; [pfiloha 9]) zdménové mutace
asociované s fenotypem GCK-MODY u pacientl ceského plivodu. Navic jsme pfipravili konstrukty nesouci
experimentaini zaménové mutace R63S, M251C a F260L. Pro tvorbu konstruktd jsme vyuZili divoky typ lidské
GCK izoformy 1, ktery byl vioZen ve vektoru pGEX-5X-2 laskavé poskytnutym M. A. Navas (Garcia-Herrero a
kol. 2007). Jednotlivé mutace jsme zavedli pomoci cilené mutageneze.

Aktivitu GCK jsme méfili spektrofotometricky za poufZiti reakce sprazené s glukéza-6-fosfat dehydrogenazou.
Rostouci koncentrace NADPH jsme identifikovali pfi 340 nm dle standardni metodiky (Davis a kol. 1999).
Vyhodnocovali jsme kinetické parametry véetné Hillova koeficientu, keat, Sos, ATP K, stability proteinu, RAI a
GSIR-T dle standardni metodiky (Davis a kol. 1995; Matschinsky & Magnuson 2000; Matschinsky a kol. 2009).
Pro kaZzdou exprimovanou variantu jsme také provedli test kompetitivni inhibice za pouzZiti N-
acetylglukosaminu (GIcNAc) a vypocitali ICsp za pfitomnosti 5 mM glukézy a 5 mM ATP.

5.2 Predikce funkce mutaci asociovanych s GCK-MODY [pfiloha 2]

Pro predikci funkce zaménovych mutaci v GCK asociovanych s GCK-MODY jsme uzili devét predikénich metod.
Zvolené metody vyuZivaly jednak informace o evoluci sekvence GCK (SIFT, PhD-SNP), fyzikalni a chemické
vlastnosti aminokyselin GCK (Align-GVGD), strukturni atributy kombinované s vystupy ze srovnani pfibuznych
sekvenci (EVmutation, PolyPhen-2, SNAP2 a SNPs&GO) a zménu Gibbsovy volné energie nasledkem
nesynonymnich substituci, tedy metody reflektujici zmény ve stabilité proteinu (I-Mutant 3.0 a PoPMusSiC
2.1). Jiz zminény prediktor EVmutation je navic prvnim, ktery vyuZiva epistaze, tedy modeluje vliv interakci
mezi mutovanou aminokyselinou a aminokyselinami sousednimi (Hopf a kol. 2017). Za ucelem provedeni
téchto predikci jsme pfipravili aktualizovany kompletni pfehled nesynonymnich substituci dosud u ¢lovéka
zaznamenanych, véetné vSech zaménovych mutaci asociovanych s GCK-MODY, s perzistentni
hyperinzulinemickou hypoglykémii a téch, které nejsou spojovany szadnym mendelisticky dédiénym
onemocnénim. Kromé dat z literatury jsme cerpali i z databazi Ensembl, dbSNP (z anglického Database for
Single Nucleotide Polymorphisms and Other Classes of Minor Genetic Variation), UniProtKB (z anglického The
Universal Protein Resource Knowledgebase) a HGMD (z anglického The Human Gene Mutation Database).
Dale jsme predikce srovnali s experimentalnimi daty namérenymi jednak v pribéhu této studie (viz kapitola
5.1) a s experimentalnimi daty ze studii pfedchozich.

5.3 Zména obecného nastaveni predikénich algoritmi pro predpovéd’ klinické manifestace
fenotypii zaménovych mutaci [priloha 3]

Sestavili jsme dvé databdze zaménovych mutaci v genech kédujicich proteiny asociované s mendelistickymi
onemocnénimi. Jednu z databazi jsme poufZili pro tvorbu modelu, druhou pro validaci modelu. Pfi tvorbé
modelu jsme rozpoznavali tfi kategorie mutaci: a) ,Mutace asociované s nemocemi” reprezentovaly ty
mutace, pro které byla dostupné dikazy o jejich vztahu s mendelistickymi onemocnénimi. b) ,Mutace
asociované s castenym fenotypem” reprezentovaly ty mutace, pro néz jsou dostupné dlkazy o asociaci
s Castecnym (nekompletné se manifestujicim) fenotypem tychZ nemoci jako v kategorii a. c) Za , mutace
neasociované s fenotypem® jsme povazovali takové, pro jejichZ nosic¢e byla dostupna evidence nepfitomnosti
manifestace nemoci. Efekt mutaci jsme predikovali pomoci prediktorli EVmutation (Hopf a kol. 2017), ktery je
zalozen na epistatickém modelu, SNAP2 (Hecht a kol. 2015), ktery je zaloZen na spektru biofyzikdInich
charakteristik proteinu a PoPMusSiC 2.1 (Dehouck a kol. 2011), ktery predikuje termostabilitu proteinu. Kromé
mutaci, které byly u lidi zaznamendny, jsme vypocetli a analyzovali predikce pro varianty, které jsme oznadili
jako ,teoretické”, tedy takové, které nebyly dosud nikdy v klinické praxi pozorovany, ale jejichz vyskyt je
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mozny. Analyzované mutace jsme setfidili a) podle jejich lokalizace do proteinovych domén, popfipadé mimo
né, b) dle pfitomnosti a druhu enzymatické aktivity proteinu, c) dle poctu nukleotidovych zamén nutnych pro
dosaZeni dané mutace a d) dle klasifikacnich kritérii American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (Nykamp a kol. 2017). Ddle jsme wvyutzili pfistup zvany Grantham variation (GV), ktery umoziuje
analyzovat srovnani aminokyselinovych sekvenci zkoumanych lidskych proteint a jejich savcich ortologl
(Mathe a kol. 2006). GV umoziuje kvantifikovat evoluéni konzervovanost kazdé ze zkoumanych aminokyselin
vramci srovnani sekvenci. Srovnani sekvenci jsme sestavili na zakladé implementace paradigmatu
asociovaného s variantami nejasného vyznamu (VUS, z anglického variants of uncertain significance), ktery
predpoklada, ze predmétna mutace je VUS pokud u ni dochazi k zaméné aminokyselinového zbytku, ktery je
v korespondujicich sekvencich identického proteinu u ostatnich druh(i savcd evolu¢né konzervovan (Richards
a kol. 2015). Na prikladu dvou silné evolu¢né konzervovanych gend, AR (z anglického androgen receptor) a
PTEN (z anglického phosphatase and tensin homolog), jsme déle testovali, zda pfidani evolu¢né vzdalenéjsich
sekvenci a vysledna variabilita vede ke zlepSeni adherence GV skére sredlnou asociaci jednotlivych
analyzovanych mutaci sjimi zplsobovanymi nemocemi. Metody maximalni pravdépodobnosti (ML,
z anglického maximum likelihood) jsme vyuZili k odhadu evolucni divergence v aminokyselinovych sekvencich
proteind AR a PTEN u vybranych taxonomickych skupin.

5.4 Enzymovd kinetika a stabilita somatickych s nddory asociovanych zaménovych mutaci
v GCK [prFiloha 5]

V této Casti habilitacni prace jsme vyuZili zkusenosti nové nabytych pfi praci na metodikach v kapitolach 5.1
az 5.3 a aplikovali jsme je na somatické, s nddory asociované, zdménové mutace v GCK dle databaze
somatickych s nadory asociovanych mutaci (COSMIC, z anglického Catalogue of somatic mutations in cancer).
V dobé vypracovavani této Casti prace, 5. ervna 2017, se v databazi COSMIC v81 nachdzelo 106 pripadl s 88
neredundantnimi nesynonymnimi zdménovymi mutacemi v GCK. Na tyto mutace jsme aplikovali predikce
jejich funkce pomoci metod EVmutation (Hopf a kol. 2017) a SNAP2 (Hecht a kol. 2015), s parametry
nastavenymi dle nasich recentnich vyzkuma (viz kapitol 5.2). Skére dle prediktoru EVmutation byla
nedostupna pro Ctyfi z predmétnych 88 mutaci, proto jsme je zdalSich analyz vyradili. Pro testovani
enzymové kinetiky jsme vybrali takové mutace, které vykazovali EVmutation skére > 2.39 a SNAP skére <-50.
Pfedpokladali jsme, Ze tato skére umozni vysoce specifickou selekci mutaci asociovanych s aktivujicimi nebo
alespon neutralnimi fenotypy. Za uZiti tohoto pfistupu jsme vybrali 11 mutaci (p.24Q>H, p.27E>K, p.104K>E,
p.138Q>H, p.156H>Q, p.157E>K, p.312E>K, p.338V>L, p.345R>H, p.358R>P a p.433S>N). Tyto jsme doplnili
Sesti somatickymi s nadory asociovanymi mutacemi, které jsou pfitomny ve spojovaci smycce |, ktera
participuje ve vazbé alosterickych aktivator(l a zahrnuje aminokyselinové zbytky 64 az 72 (Matschinsky a kol.
2006; Martinez a kol. 2014; Whittington a kol. 2015). Slo konkrétné o mutace p.63R>C, p.63R>H, p.64S>F,
p.65T>l, p.66P>S a p.68G>S. Kromé vySe uvedenych jsme jesté analyzovali somatickou s nadory asociovanou
mutaci p.106Q>H. Kazdou z vySe uvedenych mutaci jsme pomoci cilené mutageneze vloZili do vektoru
nesouciho divokou formu GCK a analyzovali enzymovou kinetiku identicky s postupem popsanym v kapitole
5.1. Dale jsme méfrili termostabilitu téchto mutaci pfi 30 °C, 37 °C, 42 °C a 45 °C béhem 100 minut trvajici
inkubace pfi indikovanych teplotach a pfi fedéni 100 ug mL?, za pfitomnosti 50 mM glukdzy a 5 mM ATP.

5.5 Kinetika derivdti sulfonylurey u pacienti s MODY [pfFiloha 7]

Za Ucelem stanoveni kinetiky derivatd sulfonylurey, glipizidu a glibenklamidu, jsme rekrutovali 13 pacientl a
kontrolnich osob ve véku 15 a? 61 let. Sest pacientd mélo diagnostikovan HNF1A-MODY, jeden pacient
HNF4A-MODY a skupinu tvofilo zaroven Sest kontrolnich osob bez zarode¢nych mutaci v HNF1A a HNF4A. Ze
studie byly vylouceny osoby, které netoleruji derivaty sulfonylurey nebo jsou na né alergické, s historii
tézkych hypoglykémii, poruchami funkce jater ¢i ledvin, gastrointestinalnimi onemocnénimi a aktivnimi i
vylécenymi nadorovymi onemocnénimi. Vylouceny téz byly osoby, které uzivaji Iéky, které by potencidlné
mobhly interferovat s predpokladanymi metabolickymi drahami degradace derivatd sulfonylurey, a které by
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nemohly byt docasné vysazeny, dale pak pacienti s historii opakovanych mirnych hypoglykémii.

U pacientl zahrnutych do studie byly derivaty sulfonylurey vysazeny 48 hodin pred zahajenim administrace
glipizidu a glibenklamidu, bazalni inzulin byl vysazen 29 hodin pred administraci glipizidu a glibenclamidu,
bolusové davky nebyly béhem pokusu podavany. U dvou pacientl byl rovnéz vysazen levothyroxin 48 hodin
pred podanim derivatl sulfonylurey pro moznou interakci s CYP2C9. Studie zahrnovala sekvenéni podavani
glipizidu a glibenklamidu s minimalnim intervalem mezi jejich podanim v délce sedmi dnl (pro vymyti
predchozi davky). Glipizid (3 mg tablety) nebo glibenklamid (5 mg tablety) byly podany Ustné v 7 hodin rano,
tedy po nejméné osmi hodinach po které byli pacienti (pfes noc) na lac¢no. Kazdé pokusné osobé bylo podano
250 mL pitné vody pro usnadnéni polknuti tablety; nasledné se pacienti stravovali a pili dle
standardizovaného planu [pfiloha 7, tab. S2].

Plasmatické koncentrace glipizidu a glibenklamidu jsme hodnotili sekvencné véaset=0,1, 2,3,5,8,12a 24
h po aplikaci Iéciva. V indikovanych ¢asech jsme odebrali 8 mL periferni Zilni krve pomoci kanyly Vasofix do
zkumavky s Li-heparinem. Zkumavku jsme béhem 30 minut po odebrani stocili 12 minut 2000 xg pfi pokojové
teploté, plasmu prevedli do dvou sterilnich zkumavek a zamrazili do analyzy. Analyzu obsahu glipizidu a
glibenklamidu jsme provedli pomoci tandemové HPLC-MS (z anglického high performance liquid
chromatography — mass spectrometry) validované dle standardnich operacnich postupt a dle mezinarodnich
kritérii spravné laboratorni praxe [pfiloha 7, Appendix 1]. Detekéni limit metody byl 20—2000 (4,89-2990) ng
mL? pro glipizid a 5-750 (1,25-764) ng mL?! pro glibenklamid. Detekce byla provddéna externimi
spolupracovniky; laborato¥ byla certifikovana SUKL. P¥esnost detekce byla +15%. B&hem analyz jsme stanovili
¢as do maximalni koncentrace v plasmé (tmax), maximalni plasmatickou koncentraci (cmax), polocas (ti/2),
plochu pod kfivkou (AUCq.t) a celkovou extrapolovanou oblast pod kfivkou (AUC0-00). Crax @ tmax jsme pfimo
odvodili znamérenych dat, ostatni hodnoty jsme vypocetli, clearance plasmy jsme vypocetli jako podanou
davku AUCy.o0 L. ProtoZe uUstni aplikace lé¢iva vyluduje kalkulaci absorbované davky, vydélili jsme vypoétené
hodnoty clearance frakci absorbované davky.

Pro vyhodnoceni farmakodynamickych parametrd jsme méfili glykémii, plasmaticky C-peptid a plasmaticky
inzulin. Tato méfeni jsme provadéli sekvencné v Sedesatiminutovych intervalech odt =0 h dot=12 h a
nasledné 24 h po podani IéCiva. Vindikovanych casech jsme odebrali 8 mL periferni Zilni krve za pouZziti
kanyly Vasofix, plasmatickou glykémii jsme stanovili pomoci spfazené enzymatické reakce glukdza oxidazy
(fotometricka detekce) a peroxidazy (elektrometricka detekce). Za normalni rozmezi jsme povazovali 3,6—
5,59 mmol/L (Kirchheiner a kol. 2005), prah detekce 0,11-41,6 mmol/L. Sérovy C-peptid a inzulin jsme méfili
pomoci chemiluminiscence za pouZziti ADVIA Centaur XP systému. Za normalni rozmezi jsme povazovali 268—
1274 pmol/L a 3-25 mIU/L, pfi¢emz hodnoty prahu detekce byly 16,55-9930 pmol/L a 0,5-300 mIU/L.

Pro vyhodnoceni farmakogenetickych parametrd jsme vyhodnocovali polymorfismy vgenu CYP2C9.
Konkrétné se nam jednalo o ty, které zplsobuji aminokyselinové zamény p.144R>C (*2) a p.359I>L (*3), které
zpUsobuji snizenou enzymatickou aktivitu CYP2C9. Pfitomnost genotypu CYP2C9*3 (CYP2C9*3/*3 nebo
*2/*3) je povaZovana za rizikovy faktor silné hypoglykémie po podani derivatl sulfonylurey. U heterozygotl
klesd clearance derivatl sulfonylurey (tolbutamid, glibenklamid, glimepirid, ¢i glipizid) na 50 az 80%, u
homozygotd pak aZ na 20% ve srovnani s jedinci nesoucimi divoky typ CYP2C9*1/*1 (Kirchheiner a kol. 2005).
Testy jsme provedli pomoci polymerazové retézcové reakce (PCR) sprazené s HRM (z anglického high
resolution melting) analyzou. Osoby zahrnuté do studie jsme délili na osoby s rychlym (genotyp
CYP2C9*1/#*1), intermediarnim (CYP2C9*1/*2 a *1/*3) a pomalym (CYP2C9*2/*2, CYP2C9*2/*3 a
CYP2C9*3/*3) metabolismem derivatld sulfonylurey (Kirchheiner a kol. 2002a, 2002b). Vysledna
farmakokinetickd a farmakodynamicka data jsme nasledné korigovali na efekt CYP2C9 genotypu.

5.6 Prvni pozorovdni autoprotilatek proti antigenim beta bunék u rodiny pacientli s MODY
[priloha 8]
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Pacienty pro tuto studii jsme rekrutovali na zakladé nasledujicich kritérii: rodinnd anamnéza diabetu
v nejméné dvou predchazejicich generacich, nastup diabetu v adolescenci nebo v dospélosti, absence obezity
v dobé diagndzy diabetu, absence ketoaciddzy a zachovald produkce inzulinu. Izolaci DNA, PCR a Sangerovo
sekvenovani protein-kddujicich exonl a sousednich casti intronl genu HNF1A jsme provedli dle dfive
publikovaného postupu (Bazalova a kol. 2010), sérum jsme pfipravili rovnéz dle drive publikovaného postupu
(McDonald a kol. 2011). Expresi protilatek proti antigenim beta bunék (GADA a IA-2A) jsme detekovali
v primarnim séru neoSetfreném CaCl, ani trombinem pomoci imunoeseje Medipan (Dahlewitz, Némecko)
kalibrované k referenénimu materialu NIBSC 97/550. Analytickd senzitivita byla 0,8 IU mL? (GADA) a 0,5 IU
mL? (IA-2A). Arbitrdrné stanoveny limit pro koncentraci povaZovanou za pozitivni byl 5 IlU mL?! (GADA) a 10
IU mL? (IA-2A). Analyzu ROC kfivky (z anglického receiver operating characteristic) jsme pouZili k potvrzeni
senzitivity a specificity imunoeseji pouZitych na dvou kohortach kontrolnich osob (negativni kontroly bez
diabetu a pozitivni kontroly s diabetes mellitus 1. typu nebo LADA, s laénym C-peptidem <300 pmol L, obé
skupiny osob byly ¢eského plvodu). Oblast pod kFivkou jsme stanovili v programu JLABROC4 v 1.0.1.

5.7 Funkéni relevance pfitomnosti autoprotildtek proti antigeniim beta bunék u pacienti s
MODY [pFiloha 9]

Studii z kapitoly 5.6 jsme dale rozvedli za vyuZiti kohorty 28 geneticky potvrzenych ¢eskych pacientll s GCK-,
HNF1A- a HNF4A-MODY. Pacientim jsme opét stanovili hladiny protilatek GADA a IA-2A vséru, a to
opakované v letech 2004-2013 a provedli jsme detailni anamnézu pacientll zahrnutych do studie. K datu
stanoveni protilatek jsme vidy zaznamenali BMI, lacny C-peptid, HbA1lc (stanoveno externé na bazi HPLC) a
zaznamenali zpUsob 1é¢by. U vSech pacientll jsme genotypizovali HLA-DRB1 a DQB1 dle dfive publikovaného
postupu (Cerna a kol. 2003).

5.8 Stanoveni protilatek proti zinkovému transportéru u pacientii s LADA a MODY [pFiloha 10]

Za Ucelem stanoveni ZnTA jsme rekrutovali tfi kohorty pacientd a jednu kohortu kontrolni. Konkrétné slo o 59
osob s LADA diabetem definovanym jako diabetes s nastupem po 35. roku véku, Iécbou po Sest nebo vice
mésicl od nastupu nemoci bez nutnosti aplikace inzulinu, C-peptidem na la¢no >200 pmol/L nebo pozitivitou
na nejméné jednu z protilatek GADA Ci IA-2A. Druha kohorta se sestavala z 18 pacientl s diabetes mellitus 2.
typu s progresi k inzulinoterapii podobnou pribéhu LADA diabetu, rovnéz s nastupem diabetu po 35. roce
véku, s léébou po Sest nebo vice mésicl od nastupu nemoci bez nutnosti aplikace inzulinu, ale s pozdé;si
progresi k inzulinoterapii, C-peptidem na la¢no >200 pmol/L a negativitou na GADA a IA-2A. Treti kohorta se
sestavala z 63 pacientd s MODY diabetem, ztoho 14 HNF4A-MODY, 18 GCK-MODY a 31 HNF1A-MODY,
[é¢bou diabetu po 3est nebo vice mésich bez nutnosti aplikace inzulinu (¢asto byl u této kohorty inzulin
vysazen a? po genetické diagnéze MODY) a tfigeneraéni rodinné anamnéze diabetu. Ctvrta kohorta se
sestavala ze 70 kontrol bez manifestace diabetu a bez manifestace jinych autoimunitnich endokrinnich
onemocnéni. VSichni pacienti a kontroly byli ceské ndrodnosti. ZnTA jsme stanovili pomoci ZnTA ELISA kitu
ZnT8/96 (RSR, Cardiff, UK) dle instrukci vyrobce. Na kazdé desti¢ce jsme stanovili kalibraéni kfivku na zakladé
ZnTA-negativnich vzorkd a vzork( s 10, 20, 75, 500 a 2000 U mL* ZnTA (dodano vyrobcem). Vzorky jsme
méf¥ili v duplikatech na vinovych délkdch 405 nm a 450 nm. Dolni limit detekce byl 1,2 U mL?, arbirtarni prah
pozitivity na ZnTA byl vyrobcem stanovem na 15 U mL. Senzitivita eseje byla 72-76%, specificita eseje byla
97-99% dle studii IASP 2012, 2013 a 2015 (Anonymus 2016); variabilitu v ramci eseje jsme nasledné stanovili
na zakladé nasich vlastnich méreni. Dfive publikované prahové hodnoty byly stanoveny na zakladé vyzkumu
pacientl s diabetes mellitus 1. typu. Ztohoto dlivodu jsme proto vypocetli ROC krivky na zdkladé nové
testovanych pacientl s LADA nebo MODY a srovnali je s kontrolami bez diabetu. Protilatky GADA a IA-2A
jsme stanovili jako v kapitole 5.6. U pacientll jsme zaznamenavali laény C-peptid, HbA1lc, vysku a hmotnost,
vypocitali jsme BMI (z anglického body mass index) a zaznamenali zpUsob |é¢by. U pacient(, u kterych jsme
drive stanovili polymorfismy v PTPN22, konkrétné rs2476601 (exon 14, ¢.1858C>T), rs2488457 (promotor, c.-
1123G>C), rs33996649 (exon 10, c.788G>A) a rs1310182 (intron 16, c.1970-852T>C), jsme testovali, zda jejich
vyskyt vykazuje koincidenci s pozitivitou na ZnTA.
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5.9 Stanoveni frekvence funkénich polymorfismii v PTPN22 u pacientii s MODY [pFiloha 11]

Za Ucelem stanoveni frekvence funkcnich polymorfismQ v PTPN22 jsme rekrutovali 212 ceskych pacient(
s MODY, u kterych byla diagndza geneticky potvrzena poté, co byli referovani na zakladé vicegeneracni
historie diabetes mellitus, nastupu diabetu u neobéznich adolescentll nebo v dospélosti, absence
ketoacidézy a zachovalé produkce inzulinu nebo, v pfipadé suspektniho GCK-MODY, setrvalé mirné
hyperglykemie s jen mirnymi vzestupy pfi OGTT. Z téchto pacientd mélo 17 HNF4A-MODY, 18 GCK-MODY, 35
HNF1A-MODY a zbyvajicich 142 pacientl bylo povaZzovano za MODYx pacienty, tedy pacienty negativni na
mutace asociované s MODY a pfitomné v exonech a sousednich intronickych regionech tfi vyse zminénych
MODY gen(. Dale jsme do studie zahrnuli kohortu 14 pacientl s MODY izraelského plivodu, z nichZ jeden mél
GCK-MODY a 13 mélo HNF1A-MODY. Treti kohortu tvofilo 43 pacientl s MODY japonského plvodu, pficemz
tfi z nich méli HNF4A-MODY, 21 mélo GCK-MODY, 11 mélo HNF1A-MODY, sedm mélo HNF1B-MODY a jeden
mél PAX4-MODY. Vsichni japonsti pacienti kromé jednoho byli testovani jako negativni na autoprotilatky
proti antigendm beta bunék. Ctvrtd kohorta se sestavala ze sedmi pacientl s MODYx brazilského ptivodu.
Izolovanou DNA jsme testovali na Ctyfi jednonukleotidové polymorfismy v PTPN22, u kterych byla dfive
zjiSténa asociace s autoimunitnimi onemocnénimi u populaci evropského ¢i vychodoasijského plvodu.
Konkrétné se jednalo o rs2476601 (exon 14, c.1858C>T), rs2488457 (promoter, c.-1123G>C), rs33996649
(exon 10, c.788G>A) a rs1310182 (intron 16, ¢.1970-852T>C). Polymorfismus c.1858C>T je typicky pro
populace evropského plvodu. Tento polymorfismus narusuje interakci C-koncového polyprolinového regionu
fosfatazy Lyp s SH3 (z anglického Src homology 3 domain) doménou kindzy CSK (z anglického C-terminal Src
kinase; Bottini a kol. 2004) a zkracuje jeji polocas rozpadu. Nicméné pokud je exprimovan v alternativnim
dominantné negativnim transkriptu zvaném PTPN22.6, zplUsobuje hyperaktivaci T-bunék (Chang a kol. 2012).
Polymorfismus ¢.-1123G>C se typicky pocetnéji vyskytuje u asijskych populaci. Nachazi se uprostred
vazebného mista pro AP-4 (z anglického activating protein-4) a pravdépodobné ovliviiuje transkripci tohoto
genu (Juliger a kol. 2003; Zheng a kol. 2012). Polymorfismus ¢.788G>A snizuje fosfatazovou aktivitu Lyp a v T-
burikach se chova jako varianta se ztratou funkce (Liu a kol. 2012b), pravdépodobné ma protektivni roli proti
autoimunitnim onemocnénim (Orru a kol. 2009). V Evropé se vyskytuje zhruba u dvou az tfi procent osob, u
zdravych osob asijského plvodu se nevyskytuje vibec. Polymorfismus ¢.1970-852T>C je malo prozkouman,
byly u néj provedeny jen asociacni studie s nékterymi autoimunitnimi onemocnénimi, pfiCemz je asociovan i
s diabetes mellitus 1. typu (Carlton a kol. 2005; Kawasaki a kol. 2006; Viken a kol. 2007; Taniyama a kol. 2010;
Brzoza a kol. 2012; Huang a kol. 2012). VSechny ¢tyfi polymorfismy jsme testovali pomoci PCR nasledované
analyzou RFLP (z anglického restriction fragment length polymorphism), pricemz vysledky dosazené pomoci
RFLP jsme namatkové ovéfili pomoci Sangerova sekvencovani vyslednych PCR produktd. Pacientim jsme
opét stanovili hladiny protilatek GADA a IA-2A v séru.

5.10 Stanoveni frekvence funkcnich polymorfismii v PTPN22 u pacienti s LADA [pFiloha 12]

Za Ucelem stanoveni frekvence funkénich polymorfismd v PTPN22 jsme rekrutovali tfi skupiny ceskych
pacientl s diabetem. Konkrétné se jednalo o 156 pacientl s LADA diabetem definovanym jako diabetes
s nastupem po 35. roku véku, |é¢bou po Sest nebo vice mésicl od nastupu nemoci bez nutnosti aplikace
inzulinu, C-peptidem na laéno >200 pmol/L nebo pozitivitou na nejméné jednu z protilatek GADA ¢&i IA-
2A. Druha kohorta se sestavala ze 194 pacientl s diabetes mellitus 2. typu s progresi k inzulinoterapii
podobnou priibéhu LADA diabetu, rovnéz s nastupem diabetu po 35. roce véku, s lécbou po Sest nebo vice
mésici od nastupu nemoci bez nutnosti aplikace inzulinu, ale s pozdéjsi progresi k inzulinoterapii, C-
peptidem na laéno >200 pmol/L a negativitou na GADA a IA-2A. Treti kohorta se sestavala z 324 pacient(
s diabetes mellitus 1. typu, z toho 220 pediatrickych a 104 dospélych pacientd. Selekénimi kritérii byly laény
C-peptid <200 pmol/L a pozitivita na GADA a/nebo IA-2A. Izolovanou DNA jsme testovali na &tyfi
jednonukleotidové polymorfismy v PTPN22, u kterych byla dfive zjiSténa asociace s autoimunitnimi
onemocnénimi u populaci evropského ¢i vychodoasijského plvodu. Zplsob testovani a vyhodnoceni byl
identicky s kapitolou 5.9. VSechny ¢tyti polymorfismy jsme testovali pomoci PCR ndsledované analyzou RFLP
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(z anglického restriction fragment length polymorphism), pficemzZ vysledky dosazené pomoci RFLP jsme
namatkové ovérili pomoci Sangerova sekvencovani vyslednych PCR produktd. Pfed provedenim této studie
byl u pacientl s LADA testovan pouze c.1858C>T na estonské populaci, kde nevykdzal zadnou vyznamnéjsi
asociaci (pomér pravdépodobnosti (OR) = 0,9) (Kisand & Uibo 2012) a ¢.-1123G>C na ¢inskych (OR 2,0) a
japonskych (OR 1,0) pacientech (Kawasaki a kol. 2006; Liu a kol. 2012a). Pacientim jsme opét stanovili
hladiny GADA a IA-2A v séru. U pacientl jsme zaznamendvali lacny C-peptid, HbAlc, vysku a hmotnost,
vypocitali jsme BMI a zaznamenali zpUsob |éCby.

26



6. SOUHRN VYSLEDKU

6.1 Prehled faktorii vedoucich k poskozeni a destrukci beta bunék [priloha 1]

Vtomto prehledném edukativnim ¢lanku jsme sestavili prehled faktor( vedoucich ke vzniku diabetu. U
pacientl, u kterych se manifestoval diabetes mellitus, dochadzi po mésicich az desetiletich trvani choroby k
vyhasnuti sekrece inzulinu, cozZ indikuje Ubytek beta bunék Langerhansovych ostrivk(. U souboru pacientd,
ktefi byli diagnostikovani jako pacienti s diabetes mellitus 2. typu, méla polovina z nich po 30 letech trvani
choroby zachovanou nebo zvysSenou sekreci inzulinu, druhd polovina pak sekreci vyrazné snizenou nebo
vyhaslou. Faktory, které postihuji beta buriky a vedou k jejich destrukci, miZeme shrnout do nasledujicich
skupin: a) Faktory chemické, zahrnujici aa) faktory metabolické: hyperglykemie a glukotoxicita, lipotoxicita,
hypoxie, volné kyslikové radikaly, ab) faktory farmakologické: antimikrobidlni prostfedek pentamidin,
antidepresiva na bazi selektivni inhibice zpétného vychytavani serotoninu, ac) faktory spojené s poruchou
sekrece inzulinu: MODY typy diabetu, a ad) toxické latky ze zevniho prostiedi: jed na krysy Vacor,
streptozotocin, polychlorované ¢i polybromované uhlovodiky. b) Onemocnéni zevné sekretorické ¢asti slinivky
bfisni: nadorova infiltrace, vazivova infiltrace, chronickd pankreatitida. c) Infekce, zanét a autoimunita,
zahrnujici faktory ca) virové: Coxsackie viry, virus chfipky HIN1, enteroviry, dale pak cb) zanéty a cc)
autoimunni faktory predstavujici patogeneticky faktor diabetu 1. typu.

6.2 Analyza enzymové kinetiky a predikce funkce mutaci asociovanych s GCK-MODY [prFiloha 2]

Sestavili jsme databazi ovérenych klinickych fenotyp( zplUsobenych zaménovymi mutacemi v GCK; celkem se
jednalo o0 515 mutaci GCK z 1596 rodin pacientd s diabetem, 16 mutaci GCK zpUsobujicich hyperinsulinemickou
hyperglykemii a 16 mutaci GCK zminéné nemoci nezpUsobujicich. Zminénou databazi klinicky pozorovanych
ptipadl jsme doplnili o predikce 8835 zaménovych mutaci v GCK, které teoreticky mohou nastat. Databazi
jsme nasledné pouzili k testovani a zlepsSeni spolehlivosti a klinické pouzitelnosti algoritm( EVmutation, SNAP2
a PoPMuSIC 2.1. Specificita pouZitych nejmodernéjsich predikénich algoritm0 je pfi vyuZiti pro predvidani
klinickych fenotypl zplsobenych zaménovymi mutacemi v GCK velmi nizka. Nedostatecna specificita ostre
kontrastuje s témér absolutni citlivosti pouZitych algoritmU pro zachyt nemoci. Pro vyfeseni tohoto problému
jsme zavedli na dikazech zaloZené prizplsobeni vychoziho nastaveni predikénich algoritmu. Toto pfizplsobeni
vedlo k podstatnému zlep3eni specificity vysledkl predikci pfi zachovani citlivosti; specificitu predikci se
podafilo zvysit az na 75%. Kromé vySe uvedeného vedlo srovnani klinicky pozorovanych a teoretickych
zaménovych mutaci k identifikaci rozsahlych dosud nepopsanych skupin mutaci, které jsou z populace béhem
evoluce vyredovany vlivem negativni selekce. Nové navrhovany pfistup zaloZzeny na dikazech je prvni, ktery
umoznuje vysoce specifickou identifikaci zaménovych mutaci v GCK, které nejsou spojeny s Zadnym klinickym
fenotypem.

Dale jsme analyzovali enzymovou kinetiku 16 nesynonymnich zaménovych mutaci v GCK znamych z ¢eskych
pacientd s MODY a enzymovou kinetiku experimentalnich zaménovych mutaci p.63R>S, p.251M>C a p.260F>L.
Pét mutaci, z toho ctyri asociované s MODY (p.81G>D, p.251M>l, p.295G>D a p.385G>W) a jedna
experimentdlni (p.251M>C), nezplsobovaly Zadné zmény aktivity GCK pfi koncentracich glukézy az do 150
mM. Dalsi mutace, jmenovité p.251M>V, p.314L>P, p.316F>V, p.318G>R a p.419F>L snizovaly afinitu GCK ke
glukodze, coZz se manifestovalo zvySenim Sgs pfi 5 mM ATP. KdyZ jsme ale méfili identicky set mutaci pfi
suboptimalnich koncentracich ATP, tedy pfi 500 uM ATP, zvySené Sq s indukovaly jen mutace, které pfi 5 mM
ATP nevykazovaly zmény aktivity; zmény pfi 500 uM ATP jsme zaznamenali u p.150F>L, p.251M>V a p.454A>E.
Hillav koeficient se u GCK nesouci jednotlivé mutace vzajemné lisil, ale rozdily nebyly signifikantni, kdyz jsme
jej srovnavali s divokym typem GCK. Vysoké ATP Ky jsme pozorovali u p.150F>L, kde dosahovalo ¢tyrnasobku
hodnot namérenych u divokého typu GCK; zvysené ATP Ky jsme pozorovali rovnéz u p.454A>E a p.33V>A. Jen
dvé mutace, p.33V>A a p.316F>V, nemély vliv na ke, vSechny ostatni k..t snizovaly. Teplotni stabilita se pfi 30
°C vlivem mutaci neménila. Nékteré mutace mély vyrazny vliv na I1Cso GIcNAc; jmenovité p.150F>L vedla k vice
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nez Sestinasobnému zvyseni ICsp a p.454A>E vedla ke dvojndsobnému zvyseni hodnot ICso. Nékteré mutace
asociované s MODY nezpUsobovaly zdsadnéjsi zmény v RAI; tyto zahrnovaly p.250R>C (RAI 0,94), p.434C>Y
(RAI 0,71) a p.318G>R (RAI 0,67). Nevyznamné zmény v RAIl se promitly i do jen kosmetickych zmén v GSIR-T,
které se u téchto mutaci pohybovalo od 5,0 do 5,3 mM glukdzy. U ostatnich mutaci se RAl pohybovalo od 5,7
do 7,1 mM glukdzy, coz uz je pro fenotyp GCK-MODY charakteristické. Co se tyCe experimentalnich variant,
p.63R>S byla asociovana s RAI 4,17 a GSIR-T 2,9 mM, pficemz k poklesu doslo jak u S5, tak i u ATP Ky, zatimco
ICso GIcNAC se zvysila. Dalsi z experimentalnich variant, p.260F>L, demonstrovala neutralni fenotyp. Varianta
p.251M>C byla silné inhibi¢ni variantou s témér nedetekovatelnou aktivitou GCK i pfi vysokych koncentracich
glukdzy.

6.3 Zména obecného nastaveni predikénich algoritmi pro predpovéd’ klinické manifestace
fenotypl zaménovych mutaci [pFiloha 3]

Sestavili jsme dvé rozsahlé vzajemné se neprekryvajici databaze klinickych fenotypt zplsobenych zaménovymi
mutacemi ve 44 a 63 genech asociovanych s mendelistickymi onemocnénimi a pouZili jsme tyto databaze pro
tvorbu a validaci modelu umoznujiciho zlepseni kvality predikci pomoci EVmutation, SNAP2 a PoPMuSiC 2.1.
Predikce klinickych efektl trpi absenci specificity, coz je spolecnym neduhem vsech v soucasnosti pouzivanych
predikénich metod, a to presto, Ze jejich vystupy jsou asociovany s témér absolutni senzitivitou. Zavedli jsme
Upravu zakladniho nastaveni prediktor( zaloZzenou na dikazech. Tato Uprava vystupy zminénych prediktord
vyznamné vylepsila. Nadto srovnani distribuce klinicky pozorovanych a teoretickych mutaci vedlo k identifikaci
rozsahlych dosud neznamych skupin mutaci, které jsou pod vlivem negativni selekce béhem molekularni
evoluce. Postup popsany v této praci je prvnim, ktery umoznil vysoce specifickou identifikaci zaménovych
mutaci, které pravdépodobné vedou ke vzniku onemocnéni, ale dosud nebyly s Zddnym klinickym fenotypem
asociovany.

6.4 Prehled stavajicich poznatkii o redox regulaci hexokindz [pFiloha 4]

V tomto prehledném clanku jsme se zaméfili na modulaci a casoprostorovou lokalizaci regulace aktivity
hexokinaz prostrednictvim reaktivnich forem kysliku a dusiku a plynnymi signalnimi molekulami. Redox
modifikace thioll slouZi jako molekularni kéd, ktery umoznuje precizni a komplexni regulaci hexokinaz. Tento
zpUsob regulace hexokinaz je vyuZivan napfriklad celou fadou parazitl zpUsobujicich Siroce rozsifena a zavazna
onemocnéni, v€etné malarie, Chagasovy a spavé nemoci. Molekuly s redoxni aktivitou se ovliviiuji navzajem a
vznikad zde i zpétnovazebna smycka spocivajici v atypickych aktivitdch hexokinazy ovliviiujicich redox status
bunky (pozn.: v angli¢tiné se pro tento zplsob vedlejsSich atypickych aktivit uziva bézné termin moonlighting,
jeho ceskym prekladem by bylo melouchareni, coz je sice trefnd analogie, avSsak do védeckého textu mi
nepfijde pfilis vhodna k uziti, zazity ¢esky vyraz tedy chybi), tato zpétnovazebna smycka je Casto zneuzita pfi
maligni transformaci bunék. Existuje rada latek, které jsou schopny ovlivnit redox status hexokinaz in vivo.
Patfi mezi né dehydroaskorbova kyselina (oxidizovand forma vitaminu C), antikoncepcni prostiedek
pyrrolidine-1-carbodithiodt, produkt metabolismu ethanolu peroxynitrit, analog glukézy alloxan a
isobenzothiazolinon ebselen. Informace o tom, které aminokyseliny podléhaji redox regulaci jsou velmi kusé.
Duakazy o redox regulaci v ramci jednotlivych s hexokindzami asociovanych patologii, s vyjimkou MODY, chybi.

6.5 Enzymova kinetika a stabilita somatickych s ndadory asociovanych zaménovych mutaci
v GCK [priloha 5]

Aktivaéni a/nebo stabilizujici mutace byly mezi analyzovanymi somatickymi s nddory asociovanymi mutacemi
v GCK casté, coz ostfe kontrastuje sjejich nizkou frekvenci mezi zdrode¢nymi mutacemi téze molekuly.
Aktivujici a stabilizujici mutace byly v molekule GCK distribuovany fokalné s ohledem na jeji terciarni strukturu
a byly pfitomny v okoli heterotropického alosterického aktivatorového mista, zejména pak ve spojovaci
smycce | a voblasti aktivniho mista, kterd podléhd rozsahlym strukturnim zméndm po navazani glukozy.
Znacnou zménu v enzymové kinetice a celkové aktivacni efekt vykazovaly pravé mutace nachazejici se ve
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smycce interagujici s alosterickymi aktivatory (p.64S>F, p.65T>l, p.68G>S). Efekt byl zplsoben zvySenou
afinitou ke glukdéze a snizenou mirou kooperativity enzymu, pfiemz u mutace p.64S>F jsme zjistili
dvacetinasobny narast aktivity enzymu. Zaroven u mutaci v aktivacni smycce dochazelo ke snizeni kompetitivni
inhibice. Zbyvajicich 15 mutaci bylo ve vztahu k enzymatické aktivité neutralnich. AvSak u poloviny z nich jsme
pozorovali znacné ovlivnéni teplotni stability. Vyznamnéjsi ztratu aktivity oproti divokému typu GCK vykazovaly
pfi 45 °C po 100 minutdch inkubace mutace p.358R>P, p.312E>K, p.338V>L, zatimco mutace p.24Q>H,
p.345R>H, p.104K>E, p.433S>N vyznamné zvySovaly stabilitu enzymu. Predklddana studie prezentuje prvni
data dokladajici vliv somatickych somatickych nadorovych mutaci v GCK na kinetiku a stabilitu tohoto enzymu.

6.6 Prehled HNF ve vztahu k diabetes mellitus [pFiloha 6]

V tomto prehledném edukativnim ¢lanku jsme sestavili prehled ucink( HNF, tedy transkripénich faktor( na
vznik a progresi diabetu. Jde o specifické transkrip¢ni faktory fidici transkripci Sirokého spektra gend, jejichz
produkty se vembryonalnim obdobi podileji na vyvoji organismu a postnatadlné na udrzeni metabolické
homeostazy. Jejich dysfunkce je asociovdna se vznikem diabetes mellitus a pravdépodobné i s rozvojem
pozdnich diabetickych komplikaci. Heterozygotni mutace v genech HNF1A, HNF4A a HNF1B vedou ke vzniku
MODY. Navic, polymorfismy v HNFIA a HNF4A predisponuji k diabetes mellitus 2. typu a metabolickému
syndromu. Pokles transkripcni aktivity HNF-4a je spojovan také s diabetickou nefropatii, renotubuldrnim
syndromem a se zvySenym rizikem kardiovaskularnich prihod a mortality, zejména ve vazbé na zvySenou
plazmatickou koncentraci asymetrického dimethylargininu, jenz je v soucasnosti diskutovan jako novy marker
endotelové dysfunkce. Objasnéni roli HNF vyznamné prispélo k porozuméni genetické etiologie diabetes
mellitus a umozZnilo individualizaci 1é¢by pacientli s MODY. Do budoucna nesou HNF pfislib vyuZiti jako cile pro
terapeutické ovlivnéni diabetes mellitus 2. typu.

6.7 Kinetika derivatd sulfonylurey u pacientii s MODY [pFiloha 7]

V tomto pfispévku jsme predlozili prvni data o farmakokinetice a farmakodynamice derivatd sulfonylurey u
pacientll s MODY. Polocas glipizidu nevykazoval oproti kontrolnim osobam bez diabetu zménu a dosahoval
3,810,7 h u pacientl s MODY a 3,7+1,8 h u kontrolnich osob bez diabetu. Polocas glibenklamidu se zvysil jen u
nékterych jednotlivcli s MODY, ¢imz zkoumany soubor pacientd s MODY vykazoval vysokou variabilitu. Polocas
glibenklamidu dosahoval 9,5£6,7 h u pacientli s MODY a 5,0+1,4 h u kontrolnich osob bez diabetu. Vyznamnym
zjisténim bylo, Ze u jednotlivych osob zahrnutych do studie Uzce navzdjem korelovala uroven odpovédi na
podani glipizidu a glibenklamidu. Co se tyce farmakodynamiky, u pacientd s MODY se odpovéd na dvé
podavana léciva od sebe neliSila, zatimco u osob zdravych byla farmakodynamika glipizidu a glibenklamidu
navzajem odlisna.

6.8 Prvni pozorovdni autoprotilatek proti antigenim beta bunék u rodiny pacientli s MODY
[priloha 8]

V ramci tohoto prispévku jsme diagnostikovali rodinu pacientd s HNF1A-MODY, konkrétné tfi osoby ve véku 14
az 35 let nesouci mutaci p.159R>Q. Vsichni tfi pacienti méli detekovatelné (ale v pribéhu nékolika
analyzovanych let variabilni) hladiny autoprotilatek GADA nebo IA-2A, pricemZ jiné diagnostické znaky
diabetes mellitus 1. typu jsme u nich nezaznamenali. Vykazovali dlouhodobé stfedné vysoké hladiny laéného C-
peptidu, do ketoaciddzy se nedostavali ani v pripadé spontdnniho vysazeni predepsané davky inzulinu a na
externé poddvaném inzulinu nebyli pIné zavisli, i kdyZz dochazelo k lepsi kontrole glykémie pfi podavani inzulinu
nez pri jeho vysazeni. Prlilbéh nemoci byl podobny pacientim s HNF1A-MODY, ktefi autoprotilatky proti
antigenim beta bunék neexprimuji. Popsana pripadova studie zpochybriuje selektivitu autoprotilatek proti
antigenlim beta bunék jako markeru diabetes mellitus 1. typu nebo LADA oproti MODY a klade otazku zda uZziti
autoprotilatek proti antigenim beta bunék miZe i nadéle slouZit jako univerzalni negativni marker pro MODY,
ktery je Siroce uzivan za ucelem snizeni nakladd na péci o diabetiky. Pokud se obdobna pozorovani potvrdi u
vice pacientd s MODY, jde o zavainy diagnosticky problém, ktery muZe vést k opakovanému stanoveni
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nespravnych diagndz a tedy i k nespravné lécbhé.

6.9 Funkéni relevance pfitomnosti autoprotildtek proti antigeniim beta bunék u pacientii s
MODY [priloha 9]

Navazujic na predchozi kazuistiku [priloha 8], autoprotilatky proti antigeniim beta bunék jsme stanovili u vSech
pacientll s MODY, ktefi v dobé studie byli na klinice diagnostikovani a dali pfislusny informovany souhlas.
Ctvrtina z téchto pacientd s MODY (7 z 28) byla na GADA a/nebo IA-2A pozitivni. GADA pozitivita byla ¢ast&jsi
(pfitomny u vSech pacientl pozitivnich na autoprotilatky), zatimco IA-2A jsme zaznamenali jen u jednoho
pacienta. Incidence autoprotilatek nekorelovala s jejich HLA alelami. Pacienti pozitivni na autoprotilatky
manifestovali diabetes pozdéji neZ ti, ktefi byli na autoprotilatky proti antigenim beta bunék testovani
s negativnim vysledkem. Naopak, pacienti pozitivni na autoprotilatky méli obecné horsi glykemickou kontrolu,
tedy zvysené hodnoty HbAlc. Exprese autoprotilatek proti antigeniim beta bunék obecné klesala s tim, jak se
zlepSovala kompenzace diabetu u jednotlivych studovanych pacient(. Jen jeden z pacientl ze studovaného
souboru neodpovidal zcela vySe popsanym charakteristikdm a manifestoval znaky charakteristické jak pro
MODY, tak pro diabetes mellitus 1. typu. Exprese autoprotilatek proti antigendm beta bunék je tedy u
pacientl s MODY tranzientnim, ale pomé&rné €astym jevem pFinejmensim v podminkach Ceské republiky,
asociovanym typicky s periodami zhorsené kontroly glykémie jednotlivych pacientd.

6.10 Stanoveni protildtek proti zinkovému transportéru u pacienti s LADA a MODY [pFiloha 10]

Zjistili jsme, Ze vétsSina Ceskych pacient( s LADA byla v okamziku testovani (nevztahuje se k nastupu nemoci)
negativni na ZnTA a senzitivita eseje dosahla pouze 18% az 20% pro pacienty s progresi k inzulinoterapii dle
definic LADA ve srovnani se zdravymi kontrolami. U pacientl s LADA nedochazelo k asociaci mezi ZnTA a
rizikovymi genotypy PTPN22. Pacienti s LADA, ktefi bylo pozitivni na ZnTA, méli nizSi BMI nezZ ti, ktefi byli
pozitivni jen na jiné autoprotilatky proti antigenim beta bunék. Vyznamné je, Ze paralelné testovani pacienti
s MODY byli na ZnTA vsichni negativni a sérové titry ZnTA u pacientd s MODY byly podobné titrim u
kontrolnich osob bez diabetu. Kvantifikace ZnTA tedy nezpresnuje diagndzu LADA. Nicméné, pozitivita na ZnTA
muUzZe byt vyuZivana jako negativni pre-diagnostické kritérium pred referovanim pacientl na genetické
testovani MODY v regionu stfedni a vychodni Evropy, kde jsou jiné autoprotilatky proti antigendm beta bunék,
zejména GADA, u pacientli s MODY casté.

6.11 Stanoveni frekvence funkcnich polymorfismii v PTPN22 u pacientii s MODY [priloha 11]

Zjistili jsme, Ze frekvence rizikovych funkénich polymorfism( v PTPN22 je u pacientd s MODY podobna jako u
geograficky odpovidajicich kohort kontrolnich osob kromé c.788G>A. Minoritni alela tohoto polymorfismu se
vyskytovala vyrazné Castéji u Ceskych pacientl s HNF1A-MODY (OR 4,8, 95% Cl 2,2-10,7) a u brazilskych
pacientll s MODY (OR 8,4, 95% Cl 1,8-39,1). Signifikantné vice byla tato alela zastoupena také u Ceskych
pacientl s MODY, ktefi byli pozitivné testovani na pritomnost autoprotilatek proti antigenlim beta bunék.
Nicméné, tato alela by se méla chovat jako mutace potlacujici funkci Lyp v T-burikidch a tedy by proti
autoimunitnim onemocnénim meéla chranit. ProtoZe absence rizikovych alel PTPN22 byla prokazana i u
pacientll s LADA, je mozné, Ze pomala kinetika nastupu produkce autoprotilatek je regulovana jinymi
mechanismy neZ rychle se manifestujici autoprotilatky, které jsou typické pro diabetes mellitus 1. typu a
nékteré jiné autoimunitni choroby.

6.12 Stanoveni frekvence funkénich polymorfismii v PTPN22 u pacientii s LADA [pFiloha 12]

Zjistili jsme, Ze prevalence rizikové alely PTPN22 c.1858T neodpovida paradigmatu tvrdicimu, Ze jde o rizikovou
alelu pro vznik LADA, a to presto, Ze jsme potvrdili jeji rizikovy status u geograficky odpovidajici kohorty
pacientll s diabetes mellitus 1. typu. Ostatni zkoumané alely (c.-1123C, ¢.788A a c.1970-852C) naopak
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vykazovaly vyznamné odchylky ve své prevalenci u pacientl s LADA oproti kontroldm bez diabetu. Potvrdili
jsme, Ze vliv nékterych polymorfismt v PTPN22 je u Ceskych pacientl s LADA zavisly na pohlavi, coZ vsak
neplatilo pro nejznamnéjsi c.1858C>T. Jednotlivé alely a genotypy PTPN22 byly asociovany se specifickymi
klinickymi charakteristikami zkoumanych pacient(, vCetné exprese autoprotildtek proti antigenim beta bunék,
HbAlc a véku pfi diagndze diabetu. Variabilita haplotypll PTPN22 ukazuje, Ze LADA nelze geneticky
charakterizovat jako hybridni formu mezi diabetes mellitus 1. a 2. typu, ale Ze jde o onemocnéni s profilem
haplotypl PTPN22 odlisnym jak od diabetes mellitus 1. typu, tak i od diabetes mellitus 2. typu.
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7. ZAVERY

Vramci studia vybranych molekularné patologickych aspektl vzniku a progrese diabetes mellitus se nam
podafilo vyraznym zpusobem zpfesnit predikce efektd zaménovych mutaci v GCK a tim rozlisit mutace
asociované s MODY, popfipadé novorozeneckym diabetem od téch, které nezpUsobuji Zadny klinicky se
manifestujici fenotyp nebo zplsobuji hyperinzulinemickou hypoglykemii. Navzdory tomu, Ze prediktory jsou
Siroce pouzivany nejen specialisty v oboru, ale i nespecialisty, napfiklad diabetology realné provadéjicimi
diagnostiku geneticky podminénych nemoci a nasledné své vysledky tlumoci perifernim ambulancim, tak tyto
prediktory dosud mély velmi zisadni omezeni v podobé generovani falesné pozitivnich vysledkd. Ze jde o
zalezitost aktudlni dokladd mimo jiné i to, Ze napfiklad na Diabetologickych dnech v Luhacovicich jsou
pravidelné predndseny prezentace, ve kterych si prezentujici ovéruji své vysledky, nalezy novych mutaci, pravé
pomoci prediktorl a takto ziskanym vysledkim davéruji. V této habilitaéni praci ukazujeme nejen to, Ze tyto
predikce jsou vysoce nespolehlivé, ale zaroven ukazujeme i cestu, jakou se lze radoveé vyssi spolehlivosti dobrat
pfinejmensim v pfipadé genl asociovanych s mendelistickymi onemocnénimi. Nasi studii zahdjenou plvodné
na GCK jsme nasledné rozpracovali a generalizovali i pro HNF-4a a dalSich 105 gen(l asociovanych
s nejriznéjsimi mendelistickymi onemocnénimi. Vysledné nastaveni algoritm( jsme jiz vyuzili i vjedné
z navazujicich studii, kterd je soucasti této habilitacni prace a také pro enzymologické experimenty s
hexokinazami, které provadime v soucasné dobé.

Podafilo se ndm objasnit enzymovou kinetiku nékolika desitek mutaci v GCK, z nichZ ¢ast byla plvodné
diagnostikovana u ¢eskych pacientl (a jde tedy o prvni experimentalni potvrzeni spravnosti klasifikace jejich
diabetu jako GCK-MODY) a dalsi ¢ast byla popsana ve formé somatickych mutaci z pacientdl se zhoubnym
bujenim (a jde o prvni experimentalni studii zkoumajici somatické mutace v GCK). Ukazali jsme, Ze u obou
skupin mutaci je spektrum jejich uc¢inkd velice pestré a nelze jej zjednodusit napf. jen na efekty na RAI ¢i GSIR-T.
Zvlasté u mutaci asociovanych snadory bylo castym jevem zvySeni stability enzymu, které mize vést
k ndsobnému navyseni hladiny GCK v nadorové burice a tim podpofeni pribéhu prvni reakce glykolyzy bez
inhibice vyslednym produktem. Zbyvd analyzovat efekty posttranslacnich modifikaci, zejména pak
prostfednictvim reaktivnich forem dusiku, kterym jsme se vénovali v jednom z pfiloZzenych pfehlednych ¢lanka.
Nejasny zlstava téZz vliv GCK na bunéénou proliferaci a apoptézu u nadorové transformovanych bunék
s vnesenymi aktivujicimi i stabilizujicimi mutacemi v GCK in vivo.

Velmi necekané vysledky jsme obdrZeli pfi analyze farmakokinetiky a farmakodynamiky derivatd sulfonylurey u
pacientl s HNF1A-MODY a HNF4A-MODY. Predpokladali jsme, Ze potvrdime data znama jiz delsi dobu z mysiho
modelu Hnfla-MODY. Opak byl viak pravdou a zjistili jsme, Ze u pacientl s HNFIA-MODY a HNF4A-MODY
dochazi jen k nevyznamnému nebo dokonce zadnému navysSeni hladin derivatd sulfonylurey, pficemz jednotlivi
pacienti ale vykazuji pfi svém vzdjemném porovndni znacnou variabilitu. Tuto variabilitu nelze vysvétlit na
zakladé polymorfismd v CYP2C9. Zminéné variabilité mezi skupinami pacientd s HNF1A-MODY a HNF4A-MODY
jsme se chtéli v letech nasledujicich po publikaci studie vénovat, ale nepodafilo se zabezpedit dostatecné velké
kohorty, navazujici pokusy jsme proto odlozZili. Zajimavé je, Ze mezitim vysla studie poukazujici na sniZzenou
senzitivitu k derivatim sulfonylurey u nékterych pacientl s HNF4A-MODY (Laver a kol. 2016), co? je v souladu
s nasimi nalezy o vysoké variabilité odpovédi na podani derivatl sulfonylurey u pacientd s HNF1A-MODY a
HNF4A-MODY.

V praci jsme se rovnéZ vénovali problematice autoprotilatek proti antigenim beta bunék u minoritnich typud
diabetu. Série studii vyustila vzavér, Ze zhruba ctvrtina Ceskych pacientd s MODY diabetem exprimuje
protilatky GADA, méné casté jsou IA-2A a patrné zcela chybi ZnTA. Zminéné pozorovani je nutno zasadit do
souvislosti s tim, Ze MODY v zZadném pfipadé nelze na zakladé stavajicich poznatk(i povaZovat za diabetes
autoimunitniho pldvodu. Domnivdme se, 7e by mohlo jit o sekundarni vznik autoimunity — nasledkem
manifestace diabetu dochazi k destrukci beta bunék slinivky bfisni a pfi jejich bunécné smrti, zvlast pokud k ni
nedochazi prostrednictvim apoptdzy, ale nekrdzy, se uvolnuji cytoplasmatické antigeny, které u senzitivnich

32



jedincd stimuluji imunitni systém. V dnesni dobé, kdy je prevalence autoimunitnich chorob vysoka a stale
rostouci, zvlasté ve méstech, je mozné, Ze se antigeny uvolnéné pfi ndstupu a progresi MODY u vnimavych osob
stimuluji vznik protilatek proti nim. Pozorované vzestupy hladin autoprotilatek u pacientl s MODY byly docasné
a dobfe patrna byla koincidence se zhorSenou kompenzaci nemoci. Pacienti s MODY, ktefi byli na
autoprotilatky pozitivni, nevykazovali rizikové HLA ani PTPN22 genotypy. Expresi ZnTA a rizikové PTPN22
genotypy jsme zkoumali i u pacient s LADA (z anglického latent autoimmune diabetes of adults), pficemz jsme
zjistili, Ze LADA vykazuje odlisné spektrum téchto znakl oproti diabetes mellitus 1. a 2. typu, co? je v protikladu
k dfive postulované hypotéze tvrdici, Ze LADA je své sdilené znaky s diabetes mellitus 1. i 2. typu povazovan za
intermedidrni formu diabetu.

Zjisténé vysledky pfispivaji ke stavajicimu rozmachu tzv. precizni mediciny, kdy se ptivodné monoliticky koncept
jedné nebo nékolika malo nemoci definovanych na zakladé typickych klinickych ptiznakd (typicky diabetes
mellitus 1. typu) rozpada na fadu specificky definovanych podtypd dané nemoci dle kritérii zaloZzenych ¢asto na
genetickych ¢i molekularné biologickych analyzidch jednotlivych pacientll. Mendelistické nemoci, mezi néz
MODY patfi, jsou pro tento Ucel idedlnim modelem, ale i u multifaktoridlnich typl diabetu lze pozorovat
zpresnovani a roziedovani zplsobl klasifikace a diagnostiky. Ackoliv byl nasim cilem predevsim vyhledavaci
vyzkum, vyznamnou skutecnosti je, Ze jeden z vysledk( predkladané prace se jiz stihnul promitnout i do
nejnovéjsich Standard(l lékarské péce o pacienty sdiabetem vydavanych Americkou diabetologickou
spolecnosti.

33



8. LITERATURA

American Diabetes Association, Diabetes Care. 2007;30:542-7.
American Diabetes Association, Diabetes Care. 2018;41:513-27.
Andersen MK a kol., Eur J Endocrinol. 2012;167:27-33.

Anonymus, Zinc Transporter 8 (ZnT8) Autoantibody ELISA Kit - Instructions for use. RSR/38 Rev 12, 16. 7. 2015 a
RSR technical information Zinc transporter 8 (ZnT8) autoantibody ELISA kit ElisaRSR™ ZnT8 Ab™. RSR, Cardiff,
2016.

Awa WL a kol., Eur J Endocrinol. 2011;164:513-20.

Baekkeskov S a kol., Nature. 1990;348:151-6.

Bazalova Z a kol., Diabetes Res Clin Pract. 2010;88:132-8.

Bizzarri C a kol., J Cyst Fibros. 2013;12:803-5.

Blasetti A a kol., Pharmacogenom J. 2017;17:186-91.

Bluteau O a kol., Nat Genet. 2002;32:312-5.

Boileau P a kol., Diabetes. 2002;51:343-8.

Bonner C a kol., Diabetes. 2010;59:2799-808.

BooB-Bavnbek B a kol., BetaSys: systems biology of regulated exocytosis in pancreatic beta-cells. Springer, New

York, 2011.

Bottini N a kol., Nat Genet. 2004;36:337-8.

Boyd M a kol., BMC Gastroenterol. 2009;9:68.

Brophy S a kol., Cochrane Database Syst Rev. 2011;9:CD006165.

Brzoza Z a kol., Dermatology. 2012;224:340-5.

Canivell S & Gomis R, Autoimmun Rev. 2014;13:403-7.

Capasso F a kol., Pediatr Diabetes. 2013;14:304-10.

Carlton VE a kol., Am J Hum Genet. 2005;77:567-81.

Cereghini S, FASEB J. 1996;10:267-82.

Cinek O a kol., Diabet Res Clin Pract. 2007;76:297-303.

Clemente-Casares X a kol., Cold Spring Harb Perspect Med. 2012;2:a007773.

Coustan DR, Clin Chem. 2013;59:1310-21.

Cernd M a kol., Eur J Immunogenet. 2003;30:401-7.

Davis EA a kol., Diabetologia. 1999;42:1175-86.

Dehouck Y a kol., BMC Bioinformatics. 2011;12:151.

Dereke J a kol., Endocrine. 2016;53:740-6.

Dotta F, Endocrinology. 1998;139:316-9.

Duncan JM, Trans Obstet Soc Lond. 1882;24:256-85.

Ellard S & Colclough K, Mutat Res. 2006;27:854-69.

Fajans SS a kol., N Engl J Med. 2001;345:971-80.

Fedetz M a kol., Tissue Antigens. 2006;67:430-3.

Fenalti G & Buckle AM, Autoimmun Rev. 2010;9:148-52.

Ferrer JA, Diabetes. 2002;51:2355-62.

Fichna M a kol., Endocrine. 2016;53:249-57.

Garcia-Herrero CM a kol., Diabetologia. 2007;50:325-33.

Gonzalez FJ, Drug Metab Pharmacokinet. 2008;23:2-7.

Grant SF a kol., Endocr Rev. 2010;31:183-93.

Groop L & Pociot F, Mol Cell Endocrinol. 2014;382:726-39.

Hagenfeldt-Johansson KA a kol., Endocrinology. 2001;142:5311-20.

Haller-Kikkatalo K a kol., Eur J Clin Invest. 2015;45:255-62.

Harjutsalo V a kol., BMJ. 2011;343:d5364.

Hattersley AT & Patel KA, Diabetologia. 2017;60:769-77.

34



Hawa Ml a kol., Diabetes Care. 2013;36:908-13.

Hayhurst GP a kol., Mol Cell Biol. 2001;21:1393-403.

Hecht M a kol., BMC Genomics. 2015;16:51.

Hermann R a kol., Diabetologia. 2006;49:1198-208.

Hopf TA a kol., Nat Biotechnol. 2017;35:128-35.

Huang J-J a kol., Rheum Int. 2012;32:767-71.
Hwang-Verslues WW & Sladek FM, Curr Opin Pharmacol. 2010;10:698-705
Chang HH a kol., PLoS ONE. 2012;7:e33067.

Chen WS a kol., Genes Dev. 1994;8:2466-77.

Chow LS a kol., Diabetologia. 2015;58:1160-6.

Jeffrey W a kol., Curr Diab Rep. 2015;15:110.

Jetton TL a kol., J Biol Chem. 1994;269:3641-54.

Jiliger S a kol., Immunogenetics. 2003;54:675-80.

Kahles H a kol., Eur J Endocrinol. 2005;153:895-9.
Kamiyama Y a kol., Drug Metab Pharmacokinet. 2007;22:287-98.
Kawasaki E a kol., Am J Med Gen. 2006;140A:586-93.
Kirchheiner J a kol., Clin Pharmacol Ther. 2002a;71:286-96.
Kirchheiner J a kol., Pharmacogenetics. 2002b;12:101-9.
Kirchheiner J a kol., Clin Pharmacokinet. 2005;44:1209-25.
Kisand K & Uibo R, Gene. 2012;497:285-91.

Koo BK a kol., Diabetes. 2014;63:3022-32.

Kyvik KO a kol., BMJ. 1995;311:913-7.

Lampasone V a kol., Diabetes Care. 2010;33:104-8.

Lan MS a kol., DNA Cell Biol. 1994;13:505-14.

Larion M a kol., Angew Chem Int Ed Engl. 2015;54:8129-32.
Larsson HE & Lernmark A, Hum Vaccin 2011;7:45-9.
Laugesen E a kol., Diabet Med. 2015;32:843-52.

Laver TW a kol., Diabetes. 2016;65:3212-17.

Li J a kol., Genes Dev. 2000;14:464-74.

Liu F a kol., Cell Biochem Biophys. 2012a;62:273-9.

Liu J a kol., PLoS ONE. 2012b;7:e43631.

Lukasova P a kol., Physiol Res. 2008;57:599-108.

Luo SM a kol., J Clin Endocrinol Metab. 2016;101:1693-700.
Martinez JA a kol., Protein Sci. 2014,23:915-22.

Masala S a kol., PLoS ONE. 2014;9:e97621.

Mathe E a kol., Nucl Acids Res. 2006;34:1317-25.
Matschinsky FM, Nat Rev Drug Discov. 2009;8:399-416.
Matschinsky FM & Magnuson MA, Molecular pathogenesis of MODYs. Karger, Basel, 2000.
Matschinsky FM a kol., Diabetes. 2006;55:1-12.

Maziarz M a kol., Genes Immun. 2010;11:406-15.
McDonald TJ a kol., Diabet Med. 2011;28:1028-33.

Mishra R a kol., BMC Med. 2017;15:88.

Ng ML, Diab Res Clin Pract. 2014;106:536-7.

Nielsen C a kol., Int J Immunogenet. 2007;34:469-73.
Nykamp K a kol., Genet Med. 2017;19:1105-17.

Odom DT a kol., Science. 2004;303:1378-81.

Orra V a kol., Hum Mol Genet. 2009;18:569-79.

Osbak KK a kol., Hum Mutat. 2009;30:1512-26.

Pearson ER a kol., Lancet. 2003;362:1275-81.

Pearson ER a kol., Diabetes Care. 2004;27:1102-7.

35



Petrone A a kol., Diabetes Care. 2008;31:534-8.
Pietropaolo M a kol., Diabetologia. 2002;45:66-76.
Pietropaolo M a kol., Pediatr Diabetes. 2005;6:184-92.
Pinterova D a kol., Clin Genet. 2007;71:95-6.

Pociot F a kol., Diabetologia. 1993;36:870-5.

Pontoglio M a kol., J Clin Investig. 1998;101:2215-22.
Pontoglio M a kol., EMBO Rep. 2000;1:359-65.

Pozzilli P & Di Mario U, Diabetes Care. 2001;24:1460-7.
Pruhova S a kol., Diabetologia. 2003;46:291-5.

Prihova S a kol., Pediatr Diabetes. 2010;11:529-35.
Reznik Y a kol., J Clin Endocrinol Metab. 2004;89:1476-80.
Richards S a kol., Genet Med. 2015;17:405-24.
Rogowicz-Frontczak A a kol., Eur J Endocrinol. 2014;170:651-8.
Rudland VL a kol., Diabet Med. 2015;32:359-66.

Ryffel GU, J Mol Endocrinol. 2001;27:11-29.

Servitja JM & Ferrer J, Diabetologia. 2004;47:597-613.
Shih DQ a kol., Diabetes. 2000;49:832-7.

Shoenfeld Y a kol., Autoantibodies, 3rd edition. Elsevier, Waltham, 2014.

Schober E a kol., Diabet Med. 2009;26:466-73.

Solimena M a kol., N Engl ) Med 1988;318:1012-20.

Stoffel M & Duncan SA, Proc Natl Acad Sci USA. 1997;94:13209-14.
Svensson M a kol., Scand J Immunol. 2014;79:137-48.
Smahelova A, Remedia. 2008;18:556-60.

Taniyama M a kol., Hum Immunol. 2010;71:795-8.
Thanabalasingham G & Owen KR, BMJ. 2011;343:837-42.
Tuomi T a kol., Lancet. 2014;383:1084-94.

Valentinova L a kol., PLoS ONE. 2012;7:e34541.

Vandewalle CL a kol., Diabetologia. 1993;36:1155-62.
Vaxillaire M a kol., J Biol Chem. 1999;274:35639-46.

Viken MK a kol., Tissue Antigens. 2007;70:190-7.

Walesky C & Apte U, Gene Expr. 2015;16:101-8.

Walther D a kol., Diabetologia. 2016;59:1973-6.

Wang H a kol., J Biol Chem. 2000;275:35953-9.

Watt AJ a kol., Hepatology. 2003;37:1249-53

Wenzlau JM a kol., Proc Natl Acad Sci USA. 2007;104:17040-5.
Wenzlau JM & Hutton JC, Curr Diab Rep. 2013;13:608-15.
Whittington AC a kol., Proc Natl Acad Sci USA. 2015;112:11553-8.
Wobser H a kol., J Biol Chem. 2002;277:6413-21.

Wobser H a kol., Diabetologia. 2006;49:519-26.

Xiang Y a kol., Acta Diabetol. 2015;52:1121-7.

Yamagata K a kol., Nature. 1996;384:458-60.

Yamagata K a kol., Diabetes. 1998;47:1231-5.

Yamagata K, Endocr J. 2003;50:491-9.

Zheng K a kol., Thorac Cancer. 2012;3:307-12.

36



9. PRILOHY

Tato kapitola obsahuje plnotextové verze ¢lankl, popfipadé rukopisi u praci, které jsou v dobé sepsani
habilitani prace v recenznim Fizeni. Pokud jsou pro porozuméni textu dllezité, jsou pfiloZzeny i relevantni
suplementdrni materidly jednotlivych praci. Nasledujici ¢ast habilitani prace je dostupnd pouze v tisténé
podobé, v elektronické verzi (v repozitari) neni z ddvodu moznych konfliktd s pfedchozim prevodem autorskych
prav na jednotlivé vydavatele pfiloZena.
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Andél, M.; Némcova, V.; Pavlikova, N.; Urbanova, J.; Cechakova, M.; Havlova, A.; Strakova, R.; Veéerova, L.;
Mandys, V.; Kovafr, J.; Heneberg, P.; Trnka, J.; Kraml, P.; Polak, J. (2014):

Faktory vedouci k poSkozeni a destrukci beta-bunék Langerhansovych ostrivka pankreatu.

Diabetologie, metabolismus, endokrinologie, vyZiva 17 (3): 122-128; ISSN 1212-6853.

Abstrakt: U pacient(, u kterych se manifestoval diabetes mellitus, dochazi po mésicich az desetiletich trvani
choroby k vyhasnuti sekrece inzulinu, coZ je témér jistym znamenim uUbytku beta-bunék Langerhansovych
ostravkl. U naseho sledovaného souboru 30 pacientd, ktefi manifestovali chorobu mezi 30-45 roky a ktefi byli
diagnostikovani jako diabetici 2. typu, ma po 30 letech trvani choroby polovina zachovanou nebo vyssi sekreci
inzulinu, druha polovina pak sekreci vyrazné snizenou nebo vyhaslou. Faktory, které postihuji beta-bunky a vedou
k jejich destrukci, mGZeme shrnout do nasledujicich skupin:

1. Faktory chemické:

— faktory metabolické: hyperglykemie a glukotoxicita, lipotoxicita, hypoxie, volné kyslikové radikaly,
— faktory farmakologické: antimikrobialni prostfedek pentamidin, antidepresiva typu SSRI,

— faktory spojené s poruchou sekrece inzulinu: MODY typy diabetu

— toxické latky ze zevniho prostredi: jed na krysy Vacor, streptozotocin, polychlorované ¢i polybromované
uhlovodiky.

2. Onemocnéni zevné sekretorické C¢asti pankreatu: nadorova infiltrace, vazivova infiltrace, chronicka
pankreatitis.

3. Infekce, zanét a autoimunita:
— faktory virové: Coxsackie viry, virus chfipky HIN1, enteroviry. Zanéty.

Autoimunni faktory predstavujici patogeneticky faktor diabetu 1. typu. Vsoucasné dobé pracujeme jak
na specifikaci dalsich faktor( vedoucich k poskozeni beta-bunék, tak na studiu poznani jejich acinku na bunécnou
apoptdzu, respektive nekrdzu, a konecné na definici ochrannych faktord, které by ucinky ptsobeni téchto faktor(
snizily. S narGstem védomosti o mechanismech poskozeni a destrukce beta-bunék se rysuji navrhy nékterych
opatreni, ktera by je mohla chranit. V naSem prehledu podavame zestrucnély a s ohledem na rozsah ¢lanku také
notné zjednoduseny prehled nékterych znalosti, které se poskozeni a destrukce beta-bunék tykaji.
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Siméikova, D.; Kockova, L.; Vackafova, K.; TéSinsky, M.; Heneberg, P. (2017):

Evidence-based tailoring of bioinformatics approaches to optimize methods that predict the effects
of nonsynonymous amino acid substitutions in glucokinase.

Scientific Reports 7 (1): 9499; ISSN 2045-2322.
IF 2016: 4,259

rank (2016): multidisciplinary sciences 10/64

Abstrakt: Computational methods that allow predicting the effects of nonsynonymous substitutions are an
integral part of exome studies. Here, we validated and improved their specificity by performing a comprehensive
bioinformatics analysis combined with experimental and clinical data on a model of glucokinase (GCK): 8835
putative variations, including 515 disease-associated variations from 1596 families with diagnoses of monogenic
diabetes (GCK-MODY) or persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy (PHHI), and 126 variations with
available or newly reported (19 variations) data on enzyme kinetics. We also proved that high frequency of
disease-associated variations found in patients is closely related to their evolutionary conservation. The default
set prediction methods predicted correctly the effects of only a part of the GCK-MODY-associated variations and
completely failed to predict the normoglycemic or PHHI-associated variations. Therefore, we calculated
evidence-based thresholds that improved significantly the specificity of predictions (<75%). The combined
prediction analysis even allowed to distinguish activating from inactivating variations and identified a group of
putatively highly pathogenic variations (EVmutation score <-7.5 and SNAP2 score >70), which were surprisingly
underrepresented among MODY patients and thus under negative selection during molecular evolution. We
suggested and validated the first robust evidence-based thresholds, which allow improved, highly specific
predictions of disease-associated GCK variations.



3.
Siméikova, D.; Heneberg, P. (subm.):

Refinement of evolutionary medicine predictions based on clinical evidence for the manifestation
of Mendelian diseases.

Abstrakt: Prediction methods became an integral part of biomedical and biotechnological research despite their
clinical interpretations being largely based on biochemical or molecular, not clinical, data. Here, we focus on
improving the reliability and clinical applicability of prediction algorithms. We assembled and curated two non-
overlapping large databases of clinical phenotypes caused by missense variations in 44 and 63 genes associated
with Mendelian diseases and used these databases to establish and validate the model allowing to improve the
predictions by EVmutation, SNAP2 and PoPMuSiC 2.1. The predictions of clinical effects suffer from a lack of
specificity, which seems to be the common constraint of all recently used prediction methods, although their
predictions are associated with nearly absolute sensitivity. We introduced evidence-based tailoring of the default
settings of the prediction methods; this tailoring substantially improved the prediction outcomes. Additionally,
the comparisons of the clinically observed and theoretical variations led to the identification of large previously
unreported pools of variations that are under negative selection during molecular evolution. The evolutionary
variation analysis approach described here is the first to enable the highly specific identification of likely disease-
causing missense variations that have not yet been associated with any clinical phenotype.
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Heneberg, P. (2018):

Redox regulation of hexokinases.
Antioxidants & Redox Signaling, on-line first, doi: 10.1089/ars.2017.7255.; ISSN 1523-0864.
IF 2016: 6,337

rank (2016): biochemistry & molecular biology 34/290; endocrinology & metabolism 13/138

Abstrakt:
Significance

Hexokinases are key enzymes that are responsible for the first reaction of glycolysis, but they also moonlight
other cellular processes, including mitochondrial redox signaling regulation. Modulation of hexokinase activity
and spatiotemporal location by reactive oxygen and nitrogen species as well as other gasotransmitters serves as
the basis for a unique, underexplored method of tight and flexible regulation of these fundamental enzymes.

Recent advances

Redox modifications of thiols serve as a molecular code that enables the precise and complex regulation of
hexokinases. These reactions are also used by multiple parasites to cause widespread and severe diseases,
including malaria, Chagas disease, and sleeping sickness. Redox-active molecules affect each other, and the
moonlighting activity of hexokinases provides another feedback loop that affects the cellular redox status and is
hijacked in malignantly transformed cells.

Critical issues

Several compounds affect the redox status of hexokinases in vivo. These include the dehydroascorbic acid
(oxidized form of vitamin C), contraceptive pyrrolidinium pyrrolidine-1-carbodithioate, ethanol metabolism-
generated peroxynitrite, alloxan (a glucose analog), and isobenzothiazolinone ebselen. However, very limited
information is available regarding which amino acid residues in hexokinases are affected by redox signaling.
Except in cases of monogenic diabetes, direct evidence is absent for disease phenotypes that are associated with
variations within motifs that are susceptible to redox signaling.

Future directions

Further studies should address the propensity of hexokinases and their disease-associated variants to participate
in redox regulation. Robust and straightforward proteomic methods are needed to understand the context and
consequences of hexokinase-mediated redox regulation in health and disease.
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Tésinsky, M.; Siméikova, D.; Heneberg, P. (subm.):

First evidence of changes in enzyme kinetics and stability of the glucokinase affected by somatic cancer-
associated variations.

Abstrakt: Recent investigation of somatic variations of allosterically regulated proteins in cancer genomes
suggested that variations in glucokinase (GCK) might play a role in tumorigenesis. We hypothesized that somatic
cancer-associated GCK variations include in part those with activating and/or stabilizing effects. We analyzed the
enzyme kinetics and thermostability of recombinant proteins possessing the likely activating variations and the
variations present in the connecting loop | and provided the first experimental evidence of the effects of somatic
cancer-associated GCK variations. Activating and/or stabilizing variations were common among the analyzed
cancer-associated variations, which was in strong contrast to their low frequency among germinal variations. The
activating and stabilizing variations displayed focal distribution with respect to the tertiary structure, and were
present in the surroundings of the heterotropic allosteric activator site, including but not limited to the
connecting loop | and in the active site region subject to extensive rearrangements upon glucose binding.
Activating somatic cancer-associated variations induced a reduction of GCK’s cooperativity and a decrease in the
glucose Sos values. The hotspot-associated variations, which decreased cooperativity, also increased the half-
maximal inhibitory concentrations of the competitive GCK inhibitor, N-acetylglucosamine. Concluded, we have
provided the first convincing biochemical evidence establishing GCK as a previously unrecognized enzyme that
contributes to the reprogramming of energy metabolism in cancer cells. Activating GCK variations substantially
increase affinity of GCK to glucose, disrupt the otherwise characteristic sigmoidal response to glucose and/or
prolong the enzyme half-life. This, combined, facilitates glucose phosphorylation, thus supporting the glycolysis
and associated pathways.
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Urbanova, J.; Rypackova, B.; Heneberg, P.; Andél, M. (2017):
Hepatocytarni nuklearni faktory a diabetes mellitus.

Diabetologie, metabolismus, endokrinologie, vyZiva 20 (3): 120-129; ISSN 1212-6853.

Abstrakt: Transkripéni faktory (TF) predstavuji klicové proteiny nezbytné pro iniciaci a regulaci genové exprese.
Hepatocytarni nuklearni faktory (HNF) jsou specifické TF Fidici transkripci Sirokého spektra genl, jejichz produkty
se v embryondlnim obdobi podileji na vyvoji organismu a postnatalné na udrZzeni metabolické homeostdazy. Jejich
dysfunkce je asociovana se vznikem diabetes mellitus a pravdépodobné i s rozvojem pozdnich diabetickych
komplikaci. Heterozygotni mutace v genech HNF1A, HNF4A a HNF1B vedou ke vzniku monogenniho diabetu typu
MODY (z anglického maturity onset diabetes of the young). Polymorfismy v HNF1A a HNF4A predisponuji k
diabetes mellitus 2. typu a metabolickému syndromu. Pokles transkripéni aktivity HNF-4a je spojovan také s
diabetickou nefropatii, renotubuldarnim syndromem a se zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich pfihod a mortality
(ve vazbé na zvySenou plazmatickou koncentraci asymetrického dimethylargininu, jenZ je v soucasnosti
diskutovan jako novy marker endotelové dysfunkce). Objasnéni roli HNF vyznamné pfispélo k porozuméni
genetické etiologie diabetes mellitus a umoznilo individualizaci Ié¢by pacientli s MODY. Do budoucna nesou HNF
prislib nového terapeutického ovlivnéni diabetu 2. typu.



Urbanova, J.; Andél, M.; Potockova, J.; Klima, J.; Macek, J.; Ptaéek, P.; Matoska, V.; Kumstyfova, T.;
Heneberg, P. (2015):

Half-life of sulfonylureas in HNF1A and HNF4A human MODY patients is not prolonged as suggested by the
mouse Hnfla’- model.

Current Pharmaceutical Design 21 (39): 5736-5748; ISSN 1381-6128.
IF 2015: 3,052

rank (2015): pharmacology & pharmacy 73/253

Abstrakt:

Objectives: Sulfonylurea derivatives are widely used for clinical treatment of human subjects with Maturity Onset
Diabetes of the Young (MODY) caused by mutations in HNF-1a or HNF-4a despite the mechanism leading to their
hypersensitivity is incompletely understood. In Hnfla”" mice, serum concentrations and half-life of sulfonylurea
derivatives are strongly increased. We thus hypothesized that reduced sulfonylurea derivatives clearance stands
behind their therapeutic potential in human HNF1A/HNF4A MODY subjects.

Design and Methods: Single doses of 3 mg glipizide and 5 mg glibenclamide/glyburide were administered
sequentially to seven HNF1A/HNF4A MODY subjects and six control individuals matched for their age, BMI and
CYP2(C9 genotype. Pharmacokinetic (plasma concentration levels, Cmax, tmax, t1/2, AUC) and pharmacodynamic
parameters (glycemia, C-peptide and insulin plasma levels) were followed for 24 hours after drug administration.

Results: We provide the first evidence on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of sulfonylurea
derivatives in human MODY subjects. The half-life of glipizide did not change, and reached 3.8+0.7 and 3.7+1.8
h inthe MODY and control subjects, respectively. The half-life of glibenclamide was increased only in some MODY
subjects (t1/2 9.546.7 and 5.0%1.4 h, respectively). Importantly, the intra-individual responses of MODY (but
control) subjects to glipizide and glibenclamide treatment were highly correlated. With regards to
pharmacodynamics, we observed a differential response of control but not MODY subjects to the doses of
glipizide and glibenclamide applied.

Conclusions: We rejected the hypothesis that all human MODY-associated mutations in HNF1A / HNF4A induce
changes in the pharmacokinetics of sulfonylureas in humans analogically to the Hnfla-/- mouse model.
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Urbanova, J.; Rypackova, B.; Kucera, P.; Andél, M.; Heneberg, P. (2013):

Should the negativity for islet cell autoantibodies be used in a prescreening for genetic testing in MODY? The
case of autoimmunity-associated destruction of pancreatic B-cells in a family of HNF1A-MODY subjects.

International Archives of Allergy and Immunology 161 (3): 279-284; ISSN 1018-2438.
IF 2013: 2,433

rank (2013): allergy 13/21; immunology 87/144

Abstrakt: It was recently suggested that routine islet cell autoantibody testing should be performed to
discriminate maturity-onset diabetes of the young (MODY) from type 1 diabetes mellitus (T1DM). This is the first
report ever to describe the familial manifestation of TIDM autoimmunity in nonobese HNF1A-MODY subjects
and the presence of islet antigen-2 (1A-2) antibodies in MODY subjects. Three nonobese subjects in an age range
of 14-35 years were diagnosed with HNF1A-MODY (p. Argl59GIn mutation). All the tested subjects had
detectable (but varying) levels of islet cell autoantibodies (i.e., antibodies against glutamate decarboxylase or IA-
2) in the absence of other TIDM characteristics. They displayed long-term expression of intermediate fasting C-
peptide levels, ketoacidosis was absent even in periods of spontaneous insulin withdrawal, and full dependence
on externally administered insulin was not detected in any of them although better glycemic control was
achieved when insulin was supplemented. The course of the disease was similar to that of the autoantibody-
negative HNF1A-MODY subjects. The case questions the selectivity of autoantibodies as a marker of TIDM or
late-onset autoimmune diabetes of adulthood (LADA) over MODY and challenges the use of autoantibodies as a
universal negative marker of MODY in an effort to decrease the cost of health care, as it may eventually lead to
the wrong diagnosis and thus to the incorrect treatment. Further research should involve examination of the
autoantibody titers and prevalence in large and geographically diverse cohorts of MODY subjects selected for
genetic testing (regardless of their autoantibody titers) as well as determination of the islet cell autoantibody
kinetics in the course of MODY onset and progression.



9.
Urbanova, J.; Rypackova, B.; Prochazkova, Z.; Kuéera, P.; €erna, M.; Andél, M.; Heneberg, P. (2014):

Positivity for islet cell autoantibodies in patients with monogenic diabetes is associated with later diabetes
onset and higher HbA;. level.

Diabetic Medicine 31 (4): 466-471; ISSN 0742-3071.
IF 2014: 3,115

rank (2014): endocrinology & metabolism 59/128

Abstrakt:

Aims Islet cell autoantibodies are associated with autoimmune insulitis and belong to the diagnostic criteria of
Type 1 diabetes mellitus. However, growing evidence suggests that autoantibodies are present in other types of
diabetes. Here, we focus on the autoantibody incidence in Czech patients with maturity-onset diabetes of the
young and analyse their functional relevance in terms of diabetes onset and control.

Methods Autoantibodies against glutamic acid decarboxylase (GAD) 65 and protein tyrosine phosphatase islet
antigen 2 (IA-2) were measured in a cohort of 28 Czech patients with maturity-onset diabetes of the young, all
confirmed by genetic testing. Selected clinical data were correlated to the status and kinetics of autoantibodies.

Results One quarter of patients with maturity-onset diabetes of the young examined (7/28; 25%) was positive
for GAD or IA-2 autoantibodies. GAD autoantibodies were more prevalent (7/7) than IA-2 autoantibodies (1/7).
The incidence of autoantibodies did not correlate with human leukocyte antigen status. The patients who were
positive for the autoantibodies developed diabetes later than those who were autoantibody-negative, but had
worse glycaemic control (increased HbA1c). Expression of autoantibodies decreased with any improvement of
diabetes compensation. Only one patient did not correspond to the above and displayed signs of combined signs
of maturity-onset diabetes of the young and Type 1 diabetes.

Conclusions The data suggest transient but highly prevalent islet cell autoantibody expression in Czech patients
with maturity-onset diabetes of the young. The autoantibodies were found in patients with delayed diabetes
onset, and in times of insufficient diabetes control. As improvement of glycaemic control was associated with a
decrease in levels of autoantibodies, their presence may reflect the kinetics of b-cell destruction induced by
causes other than autoimmune ones.
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Heneberg, P.; Siméikova, D.; Cechakova, M.; Rypackova, B.; Kucera, P.; Andél, M. (2018):

Autoantibodies against ZnT8 are rare in Central-European LADA patients and absent in MODY patients,
including those positive for other autoantibodies.

Journal of Diabetes and its Complications, on-line first, doi: 10.1016/j.jdiacomp.2018.10.004; ISSN 1056-8727.
IF2017: 2,792

rank (2017): endocrinology & metabolism 85/143

Abstrakt: Background: Testing for autoantibodies against the zinc transporter ZnT8 (ZnTA) is becoming routine
in pediatric diabetes. However, available data are inconclusive when focusing on adult-onset diabetes, including
autoimmune diabetes, which does not require insulin at diagnosis (LADA).

Basic procedures: We examined the ZnTA prevalence and titers and matched them with the clinical phenotype
and PTPN22 genotypes of Czech LADA patients who were positive for GADA and/or IA2A and had a fasting C-
peptide level >200 pmol/L at diagnosis as well as HNF4A-, GCK- or HNF1A-MODY patients and healthy controls.

Main findings: Most LADA patients were negative for ZnTA, and the sensitivity of the assay was only 18-20% for
patients with LADA-like progression to insulinotherapy compared to healthy controls. In LADA patients, there
was no association between the ZnTA and PTPN22 risk genotypes. LADA patients positive for ZnTA had a lower
BMI than those positive for other autoantibodies alone. Importantly, MODY patients were completely negative
for ZnTA, and the levels of ZnTA in MODY patients were similar to those in healthy controls.

Conclusions: ZnTA quantification did not improve LADA diagnosis. However, positivity for ZnTA can be used as a
negative MODY pre-diagnostic criterion even in the region of Central and East Europe, where other islet cell
autoantibodies are common in MODY patients.
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Heneberg, P.; Mala, M.; Yorifuji, T.; Gat-Yablonski, G.; Lebenthal, Y.; Tajima, T.; Nogaroto, V.; Rypackova, B.;
Kockova, L.; Urbanova, J.; Andél, M. (2015):

Low frequencies of autoimmunity-associated PTPN22 polymorphisms in MODY patients, including those
transiently expressing islet cell autoantibodies.

International Archives of Allergy and Immunology 166 (3): 189-198; ISSN 1018-2438.
IF 2015: 2,677

rank (2015): allergy 12/25; immunology 81/151

Abstrakt: Background: The protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22 (PTPN22) gene encodes lymphoid
tyrosine phosphatase (LYP), which is expressed primarily in lymphoid tissues. The functional but geographically
highly variable PTPN22 single-nucleotide polymorphisms (SNPs), particularly c.1858C>T, contribute to the
onset and progression of autoimmunity-associated diseases and facilitate the expression of disease-associated
autoantibodies. In Central Europe, 17-25% of patients with monogenic diabetes (maturity-onset diabetes of the
young, MODY) transiently express islet cell autoantibodies. Methods: We addressed the links between the
functional and geographically variable PTPN22 SNPs with MODY manifestation and the expression of islet cell
autoantibodies in 276 MODY patients who originated from four regions (the Czech Republic, Israel, Japan and
Brazil). Results: The frequency of PTPN22 polymorphisms in the MODY patients was similar to those in
geographically matched healthy populations, with the exception of c.788G>A, the minor allele frequency of
which was significantly elevated in the Czech hepatocyte nuclear factor 1-a (HNF1A) MODY patients [odds ratio
(OR) 4.8, 95% confidence interval (Cl) 2.2-10.7] and the Brazilian MODY patients (OR 8.4, 95% Cl 1.8-39.1). A
barely significant increase in the ¢.788G>A minor allele was also detected in the islet cell autoantibody-positive
Czech MODY patients. However, c.788A behaves as a loss-of-function mutantin T cells, and thus protects against
autoimmunity. Conclusions: MODY patients (including islet cell autoantibody-positive cases) do not display any
increase in autoimmunity-associated PTPN22 alleles. The absence of autoimmunity-associated PTPN22 alleles
was also demonstrated in latent autoimmune diabetes in adults, which suggests that the slow kinetics of the
onset of autoantibodies is subject to a regulation that is different from that experienced in type 1 diabetes and
other autoimmune disorders.
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Heneberg, P.; Kockova, L.; Cechakova, M.; Darikova, P.; Cerna, M. (2018):

Autoimmunity-associated PTPN22 polymorphisms in latent autoimmune diabetes of the adult
differ from those of type 1 diabetes patients.

International Archives of Allergy and Immunology, 177 (1): 57-68; ISSN 1018-2438.
IF 2017: 2,437

rank (2017): allergy 17/27; immunology 103/155

Abstrakt: Background: A portion of adults with humoral immune changes have clinical diabetes that is initially
not insulin-requiring (latent autoimmune diabetes of the adult, LADA). One of the genes strongly associated with
autoimmune diabetes is PTPN22. We hypothesized that the manifestation and clinical features of LADA are linked
to functional variants of PTPN22. Methods: We genotyped allelic frequencies of 1 protective and 3 risk-associated
PTPN22 variants in 156 Czech LADA patients, 194 type 2 diabetes mellitus patients with LADA-like progression to
insulinotherapy and 324 type 1 diabetes mellitus patients, and subsequently examined the associations of
PTPN22 variants with the expression of autoantibodies and other clinical features of LADA. Results: We
challenged the paradigm that stated that the PTPN22 c.1858T allele serves as a risk allele for LADA, although we
confirmed its risk status in the geographically matched T1IDM cohort. In contrast, the frequencies of other
PTPN22 alleles (c.—1123C, c.788A and c.1970-852C) differed significantly from the healthy controls. We
confirmed gender-related differences in the frequency of some PTPN22 polymorphisms (but not c.1858C>T) in
LADA. The particular PTPN22 alleles and genotypes were associated with specific clinical features of the
examined patients (autoantibodies, HbA,. and age at diagnosis of diabetes). Conclusions: The variability in
PTPN22 haplotypes suggests that the genetic signature of LADA is independent and should not be considered a
hybrid form of TIDM and T2DM. Further studies should elucidate the associations with clinical characteristics of
the LADA patients and focus on the newly emerging types of diabetes with the disease onset in early to mid-
adulthood.
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