IEZ@ PRACA POGLADOWA
VIA MEDICA

Matgorzata Wegner, Maria Piorunska-Stolzmann

Katedra Chemii i Biochemii Klinicznej, Zaktad Chemii Ogolnej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Znaczenie IL-12 w rozwoju 1 przebiegu

cukrzycy typu 1

The impact of IL-12 on the process of development and occurrence of diabetes type 1

STRESZCZENIE

Interleukina-12 jest glikoproteing ztozong z 2 pod-
jednostek: p35 i p40. Jej udziat w tworzeniu odpo-
wiedzi immunologicznej jest ztozony. Zazwyczaj po-
budza odpowiedz typu komoérkowego, moze takze
stymulowac¢ odpowiedz humoralna. Biologiczne wta-
Sciwosci sprawiajg, ze IL-12 odgrywa istotng role
w patogenezie choréb o podtozu autoimmunologicz-
nym, w tym w cukrzycy typu 1. Interleukina 12 ak-
tywnie uczestniczy w procesie autodestrukcji komo-
rek beta wysp trzustkowych, poprzez pobudzanie
produkgcji interferonu gamma, cytokiny wzmacnia-
jacej cytotoksyczne wtasciwosci komoérek NK i ma-
krofagoéw. Prowadzi to do rozwoju petnoobjawowej
cukrzycy typu 1. Dziatanie IL-12 przyczynia sie row-
niez do rozwoju blaszki miazdzycowej, nasilajac po-
wikfania typu makroangiopatii. (Diabet. Prakt. 2008;
9:176-181)

Stowa kluczowe: cukrzyca typu 1, IL-12, odpowiedz
immunologiczna, miazdzyca

ABSTRACT

Interleukin 12 is a glycoprotein composed of two
subunits: p35 and p40. The contribution of IL-12 in
immune response is complex: the cytokine induces
cell-mediated immunity but plays a role also in hu-
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moral response. IL-12 takes an important role in
pathogenesis of autoimmune diseases, like diabe-
tes type 1. IL-12 through activating differentiation
ThO in Th1, which products high levels of interferon
gamma activates cytotoxic properties of NK cells and
macrophages. It leads to development of the diabe-
tes type 1. IL-12 activity also promotes atheroscle-
rotic plaque formation leading to macroangiopathy
development. (Diabet. Prakt. 2008; 9: 176-181)

Key words: diabetes type 1, IL-12, immune response,
atherosclerosis

Wstep

Cukrzyca typu 1 jest przewlekta choroba auto-
immunologicznag, ktérej istotg sg nastepstwa znisz-
czenia komorek beta wysp trzustkowych produku-
jacych insuline [1-3]. Mimo licznych, prowadzonych
od wielu lat badan dotyczacych etiopatogenezy cu-
krzycy typu 1 nadal pozostaje ona nie w petni wyja-
$niona [4-6]. Najbardziej popularny ,kopenhaski
model” patogenezy cukrzycy typu 1 zaktada, ze pro-
ces autodestrukcji komoérek beta wynika z réwno-
czesnego oddziatywania czynnikéw pochodzenia
wewnatrzkomoérkowego (cytokiny, wolne rodniki)
i czynnikow srodowiskowych (wirusy, toksyny, sktad-
niki pozywienia) [7]. Poczgtkowym etapem autoim-
munizacji jest insulitis — proces polegajacy na
naciekaniu wysp trzustkowych przez komorki jednoja-
drzaste, gtownie CD4+ — limfocyty pomocnicze
oraz limfocyty CD8+ — cytotoksyczne [8-11].
W procesie autodestrukcji komorek beta wiodaca role
odgrywaja komorki CD4+ Th1 aktywujace odpowiedz
typu komorkowego [12-14]. Wytwarzana przez ko-
morki prezentujgce antygen interleukina-12 (IL-12)
jest cytoking odpowiedzialng za réznicowanie sie
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naiwnych limfocytéw pomocniczych (ThO) w Th1, co
wskazuje na jej bezposredni zwigzek z patogenezg
cukrzycy typu 1 [2, 13, 15].

Budowa i aktywnos¢ biologiczna
interleukiny-12

Interleukina 12 jest glikoproteing zbudowang
z 2 réznych podjednostek: p35 i p40 [16, 17]. tan-
cuch lekki tworzacy podjednostke p35 sktada sie ze
197 aminokwasow (w tym 7 czasteczek cysteiny),
tancuch ciezki — z 306 aminokwasow (w tym 10
czasteczek cysteiny). Czasteczki cysteiny sg odpo-
wiedzialne za tworzenie 3 mostkéw disiarczkowych
wewnatrz podjednostki p35 i 1 takiego mostka
taczacego obie podjednostki [18]. Geny kodujace
obie podjednostki sg zlokalizowane na 2 réznych
chromosomach: p35 na chromosomie 3., natomiast
p40 — na chromosomie 5. Transkrypcja genu dla
p35 jest zalezna od transkrypcji genu dla p40: pod-
jednostka Izejsza jest produkowana tylko w obec-
nosci podjednostki ciezszej [19]. Natomiast p40
moze by¢ produkowana w duzym nadmiarze w sto-
sunku do heterodimeru IL-12p70, tworzac homodi-
mer IL-12p40 lub monomer p40 [20]. Homodimer
IL-12p40 jest naturalnym antagonistg heterodime-
ru, na zasadzie inhibicji kompetycyjnej, wypiera on
IL-12p70 z potaczen z jego receptorem, sam zajmu-
jac jego miejsce [16, 21, 22]. Monomer p40 praw-
dopodobnie odgrywa réwniez role chemoatraktan-
tu dla makrofagow [23].

Komérkami produkujgcymi IL-12 sq komérki
prezentujgce antygen (APC, antigen presenting cells):
monocyty—-makrofagi oraz komérki dendrytyczne
[24]. Niektore inne komorki (keratynocyty, komérki
Langerhansa) rowniez wykazuja zdolnos¢ do pro-
dukgji IL-12 [16].

Czynnikami silnie stymulujgcymi produkcje IL-12
sg bakterie oraz wirusy. Stezenie IL-12 wzrasta szcze-
golnie wyraznie w przebiegu zakazen patogenami
wewnatrzkomoérkowymi [25, 26]. Znane sg dwa
podstawowe mechanizmy stymulacji syntezy IL-12:
niezalezny od komérek T oraz zalezny od komorek T
[16]. W mechanizmie niezaleznym od komérek T
produkty bakteryjne, takie jak lipopolisacharyd (LPS,
lipopolisacharide), kwas lipotejchojowy, peptydogli-
kan, indukujg produkcje cytokiny za posrednictwem
stymulacji receptoréw Toll-podobnych (TLR, toll like
receptors) nalezacych do receptoréw rozpoznajacych
patogeny (PRR, pathogen recognition receptors).
Obecnos¢ tych receptoréw na komadrkach APC jest
jednym z czynnikéw warunkujgcych aktywacje pier-
wotnej odpowiedzi nieswoistej [27, 28]. Natomiast

mechanizm zalezny od komérek T wigze sie z inter-
akcja receptora CD40 z komoérkami APC z jego
ligandem CD40L znajdujacym sie na limfocytach T.
W wyniku tej stymulacji dochodzi do aktywowania
i roznicowania komorek ThO w Th1 [24, 29, 30]. Pro-
dukcje IL-12 pobudzaja réwniez inne cytokiny: IL-18
oraz interferon gamma (IFN-y, interferon gamma)
[31-33]. Cytokinami zmniejszajacymi produkcje
IL-12 s3: IL-10, IL-11 oraz IL-13 [21]. Prostaglandyny
E,, histamina, glukokortykoidy, katecholaminy oraz
niektére wirusy, na przyktad wirus zespotu nabyte-
go braku odpornosci (HIV, human immunodeficien-
cy virus), réwniez wptywajq na zmniejszenie produk-
¢ji i/lub sekrecji IL-12 [34, 35].

Cytokiny naleza do czgsteczek odgrywajacych
kluczowsa role w regulacji odpowiedzi immunologicz-
nej, jej homeostazie, réznicowaniu komaorek i pamieci
immunologicznej [21]. Interleukina 12 nalezy do cyto-
kin o plejotropowym dziataniu, uczestniczac przede
wszystkim w indukowaniu odpowiedzi typu komor-
kowego, ale takze odpowiedzi typu humoralnego
[17]. Wzmacnia cytotoksyczng aktywnos¢ komorek
NK, makrofagow i komérek dendrytycznych oraz
pobudza wytwarzanie przez te komorki IFN-y [16,
26, 36] i réznicowanie ThO w Th1, promujac odpo-
wiedz typu komorkowego, a rownoczesnie ograni-
czajgc odpowiedz typu humoralnego poprzez za-
hamowanie réznicowanie komoérek ThO w Th2 [8,
19, 36]. Jednoczesnie jednak IL-12 pobudza prolife-
racje aktywnych komérek B i wytwarzanie przez nie
przeciwciat, wzmacniajgc na tej drodze odpowiedz
typu humoralnego [17]. Wykazano rowniez, ze
w przypadku braku stymulacji antygenowej IL-12 in-
dukuje apoptoze komérek T poprzez aktywacje ka-
spazy-3 i kaspazy-7 [37].

Transmisja sygnatu wywotanego IL-12 zacho-
dzi za posrednictwem receptora dla IL-12 (IL12R)
znajdujgcego sie na komorkach efektorowych dla
IL-12 [16]. Skfada sie on z 2 podjednostek: «, i a,,
kodowanych przez 2 r6zne geny znajdujace sie od-
powiednio dla chromosomie 19. i 1. Podjednostka
p40 IL-12 taczy sie z podjednostkg $,, natomiast
p35 — z f3,, ktéra odpowiada za przekazanie sy-
gnatu do wnetrza komérki [38]. Receptor IL12, jak
wiekszos¢ receptoréw dla cytokin, nie wykazuje
wiasnej aktywnosci enzymatycznej, natomiast prze-
nosi sygnat za pomocg kinaz Janusa (JAKs, Janus
kinases) [39]. Nastepnie sygnat jest przenoszony
na wewngatrzkomérkowy przekaznik drugiego rze-
du (STAT4, signal transducers and activators of
transcription) przewodzacy sygnat do jgdra komor-
kowego [40-42].
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Wptyw IL-12 na patogeneze
cukrzycy typu 1

Charakterystyczng cecha choréb o podtozu
autoimmunologicznym jest nadprodukcja cytokin
zwigzanych z odpowiedzig typu Th1 [43], do kto-
rych miedzy innymi nalezy IL-12 [44]. Wyniki badan
wskazujg, ze IL-12 odgrywa istotng role w procesie
nieodwracalnego niszczenia komorek g wysp trzust-
kowych i rozwoju cukrzycy typu 1 [1, 15, 16]. Indu-
kowanie reakcji immunologicznej przez IL-12 wyni-
ka z jej zdolnosci do pobudzania odpowiedzi typu
komérkowego i jednoczesnego hamowania odpo-
wiedzi typu humoralnego, co prowadzi do zaburze-
nia réwnowagi prawidtowej reakcji immunologicz-
nej [45]. Interleukina-12 jest kluczowa cytoking
uczestniczaca w procesie réznicowania komérek ThO
w Th1. Komérki Th1 poprzez IL-2 i IFN-y aktywujg
aktywnos¢ cytotoksyczng komorek NK i makrofa-
gow, prowadzacg do zniszczenia komorek g wysp
trzustkowych [12, 46].

Wyniki badan na nieotytych myszach z wywo-
tang cukrzycg (NOD, non-obese diabetic mouse)
umozliwity zaobserwowanie kilku etapéw procesu
niszczenia komorek 5 wysp trzustkowych. Naciek lim-
focytarny pojawia sie w 4. tygodniu zycia zwierzat
i stopniowo sie pogtebia, tak ze okoto 15. tygodnia
zycia dochodzi do ujawnienia sie petnoobjawowej
choroby w czesci populacji. W 30. tygodniu zycia
u 80% samic i u prawie 100% samcéw wystepujg
objawy cukrzycy typu 1 [1]. Wyniki badan histopa-
tologicznych wskazuja, ze komoérkami odpowiedzial-
nymi za zainicjowanie procesu autodestrukcji komo-
rek B sg limfocyty Th1 [47], ktérych roznicowanie
i podziat zalezg od obecnosci IL-12 [25, 48]. Intere-
sujacy jest fakt, ze przenoszenie choroby z osobni-
kéw chorych na zdrowe jest mozliwe poprzez prze-
szczepianie im komérek Th1. Odnotowano réwniez
podobny przypadek u ludzi, kiedy doszto do rozwo-
ju cukrzycy typu 1 u biorcy szpiku od osoby chorej
na cukrzyce [49]. Natomiast bezposrednio procukrzy-
cowe oddziatywanie IL-12 wykazano w doswiadcze-
niu, w ktéorym myszom typu NOD podawano IL-12.
Okazato sie, ze u wszystkich myszy, ktérym poda-
wano cytokine, rozwineta sie cukrzyca typu 1, pod-
czas gdy w grupie kontrolnej, nieotrzymujacej
egzogennej IL-12, odsetek chorych osobnikéw wy-
nosit 65% [15]. Réwniez w badaniach wptywu IL-12
na komorki beta wysp trzustkowych hodowanych
in vitro w réznych stezeniach glukozy wykazano, ze
wydzielanie insuliny wskutek wysokich stezen glu-
kozy ulega obnizeniu pod wptywem IL-12. Obser-
wacje te wskazujg zatem na bezposrednie toksycz-
ne dziafanie cytokiny na komérki beta [50].

O istotnym udziale IL-12 w patogenezie cukrzy-
cy typu 1 swiadczy réwniez podwyzszona ekspresja
tej cytokiny w obrebie nacieku limfocytarnego ko-
morek beta [13, 51, 52]. Ciekawych wnioskéw do-
starczyty takze badania Walleta i Tischa [2], ktérzy
ujawnili, ze komérki dendrytyczne wyizolowane
z myszy typu NOD z rozwinietg cukrzyca typu 1 wyka-
zujg ,hiperzapalny” fenotyp, produkujac nadmierng
ilos¢ IL12p70 oraz czynnik martwicy nowotworu
(TNF-a, tumor necrosis factor alpha). Charaktery-
styczng cechg wspomnianych komoérek dendrytycz-
nych jest ich zwigkszona zdolnos¢ do stymulacji ko-
morek CD4+ i CD8+ naciekajacych komorki beta
wysp trzustkowych.

Ze wzgledu na fakt, ze IL-12 odgrywa tak zna-
czacq role w patogenezie cukrzycy typu 1, zbadano
takze genetyczne podfoze wptywu IL-12 na rozwdj
choroby. Udowodniono, ze na rozwoj cukrzycy typu
1 moze wptywaé mutacja genu kodujgcego podjed-
nostke p40. Zaobserwowano, ze osoby z polimorfi-
zmem pojedynczego nukleotydu tego genu (3'UTR),
nazywanego polimorfizmem C1159A, cechuja sie
zwiekszonym ryzykiem zachorowania [53, 54].

Interleukina-12 nie jest jedyna cytoking zaan-
gazowang w autodestrukcje komorek g wysp trzust-
kowych. Do innych cytokin przyczyniajacych sie do
zniszczenia komérek B naleza: IL-1a i IFN-y. Wyka-
zujg one zdolnos¢ aktywacji makrofagéw do wytwa-
rzania syntetazy tlenku azotu (iNOS, nitric oxidase
synthase), co prowadzi do wysokiego miejscowego
stezenia tlenku azotu (NO, nitric oxide) Podwyzszo-
ne stezenie NO uszkadza DNA komérek wysp trzust-
kowych, aktywujgc p35 i polimeraze PARP (PARP,
poly-ADP-ribose-polymerase), co w konsekwencji
prowadzi do apoptozy komoérek g [55-57].

Interleukina-12 jako cel interwencji
terapeutycznych w cukrzycy typu 1
Interleukina-12 przyczynia sie niewatpliwie do
autodestrukcji komérek g wysp trzustkowych. Jed-
nym z inhibitoréw IL-12p70, ktéry mogtby by¢ wy-
korzystany w prewencji cukrzycy typu 1, jest
IL-10. U myszy typu NOD, ktérym podano egzogenna
IL-10 w 9.-10. tygodniu zycia, nie doszto do rozwo-
ju cukrzycy typu 1, a wyniki badan histopatologicz-
nych ujawnity, ze u tych osobnikéw nie wystgpito
zjawisko naciekania komorek g wysp trzustkowych
przez limfocyty Th1 [58]. Kolejnym antagonistg, kto-
ry by¢ moze znajdzie zastosowanie w zapobieganiu
autoimmunizacji komorek 8 wysp trzustkowych, jest
TNF-c: [16]. Naturalnym antagonistg IL-12p70 jest
takze jej homodimer IL-12p40. W badaniu przepro-
wadzonym na transgenicznych myszach typu NOD
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produkujgcych homodimer IL-12 tylko w obrebie
nacieku wysp trzustkowych zaobserwowano, ze
zwiekszona lokalna produkcja IL-12p40 spowodo-
wata istotne zmniejszenie liczby przypadkéw zacho-
rowan na cukrzyce [1]. Kolejnym miejscem ingeren-
cji majacej na celu zablokowanie diabetogennego
dziatania IL-12 jest droga przechodzenia sygnatu
z receptora do jgdra komoérkowego. Zaobserwowano
bowiem, ze u myszy typu NOD pozbawionych genu
kodujgcego STAT4 nie dochodzi do rozwoju cukrzy-
cy [40]. Przedstawione powyzej wyniki badan dajg
nadzieje, ze w przysztosci bedzie mozna zapobie-
gac rozwojowi cukrzycy typu 1 takze u ludzi.

Interleukina-12 i pézne powiktania
cukrzycy o charakterze makroangiopatii
Ryzyko zachorowania i zgonu w przebiegu cho-
roby niedokrwiennej serca rozwijajacej sie na pod-
tozu makroangiopatii jest bardzo wysokie u chorych
na cukrzyce typu 2, ale takze na cukrzyce typu 1
[59]. Interleukina-12 nalezy do cytokin o charakte-
rze promiazdzycowym, poniewaz aktywnie uczest-
niczy w powstawaniu blaszki miazdzycowej, mie-
dzy innymi poprzez aktywacje komoérek CD4+CD28-
[60, 61]. Wykazano, ze komoérki CD4+CD28- na
swojej powierzchni posiadajg receptor dla IL-12,
nawet przy braku stymulacji antygenowej. W obec-
nosci IL-12 nasilajg sie wiasciwosci chemotaktyczne
tych komérek, co powoduje ich migracje pod war-
stwe srodbtonka, stanowigc wczesny etap formo-
wania sie blaszki miazdzycowej [62, 63]. Wyniki
badan wskazuja, ze ekspresja IL-12p70 w obrebie
blaszki miazdzycowej jest podwyzszona [64]. Zwiek-
szone stezenie IL-12 w miejscu tworzenia blaszki
wynika miedzy innymi z jej produkcji przez komorki
dendrytyczne, ktére uczestniczg w budowie blaszki
[65]. Interleukina-12 poprzez indukcje apoptozy
komoérek miesni gtadkich sciany naczynia (VSCM,
vascular smooth muscle cells) moze prowadzi¢ do
destabilizacji blaszki [66]. Proaterogenny charakter
IL-12 potwierdzono w badaniach przeprowadzonych
na myszach pozbawionych zaréwno apolipoprote-
iny E (apoE), jak i podjednostki p40 IL-12. Wykaza-
no, ze myszy te miaty mniejsze zmiany miazdzyco-
we w poréwnaniu z myszami pozbawionymi tylko
apoE [67]. W swoich badaniach Wen i wsp. wyka-
zali, ze podwyzszone stezenia glukozy u myszy do-
datnio korelujg ze wzrostem stezenia IL-12 we krwi
[68]. Stymulujacy wptyw wysokich stezen glukozy
na produkcje cytokiny jest kolejnym wyjasnieniem
prozapalnego charakteru hiperglikemii. Réwniez
koncowe produkty glikacji (AGE, advanced glycation

endproducts) stymulujg makrofagi do zwiekszonej
produkgji IL-12 [69].

Cukrzycy, rowniez typu 1, czesto towarzyszy
dyslipidemia [70]. W trakcie trwania choroby docho-
dzi miedzy innymi do powstawania oksydowanych
lipoprotein o matej gestosci (oxLDL); te zmienione
czasteczki przyczyniajg sie do zwiekszonej produkgji
IL-12 przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej,
co prowadzi do nasilenia odczynu zapalnego lezgce-
go u podtoza miazdzycy/makroangiopatii [71].

Podsumowanie

W Polsce na cukrzyce typu 1 cierpi okoto 1,5%
populacji [72]. Poszukiwanie mechanizméw odpo-
wiedzialnych za patogeneze choroby daje duzg szan-
se, ze w przysztosci poprzez wdrozenie odpowied-
niego leczenia bedzie mozna zapobiec cukrzycy,
a nawet catkowicie jg wyleczy¢. Interleukina-12 jest
jedng z kluczowych cytokin uczestniczacych w pro-
cesie destrukcji komorek g wysp trzustkowych, dla-
tego tez uzasadnione wydaje sie prowadzenie ba-
dan na duza skale, dotyczacych udziatu tej cytokiny
W rozwoju i przebiegu choroby.
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