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GLUTAMIC ACID DECARBOXYLASE (GAD) � AN AUTOANTIGEN IN
INSULIN-DEPENDENT DIABETES MELLITUS (IDDM)

TURSKY T, BANDZUCHOVA E

DEKARBOXYLÁZA GLUTAMÁTU (GAD) � AUTOANTIGÉN PRI INZULÍN-DEPENDENTNOM

DIABETES MELLITUS (IDDM)

Abstract

Tursky T, Bandzuchova E:
Glutamic Acid Decarboxylase (GAD) � An Autoantigen in
Insulin-dependent Diabetes mellitus (IDDM)
Bratisl Lek Listy 1999; 100 (2): 85�88

The number of antibodies to pancreatic beta-cell antigens in
IDDM increased in the last years, involving antibodies to
glutamic acid decarboxylase (GADab). A short review is gi-
ven about the diagnostic and prognostic value of GADab de-
termination in IDDM. The GAD plays an important, possib-
ly a key role in the initial immunological events leading to
the destruction of beta cells. The question is open whether
the immunological reaction against GAD is a primary one,
or if it is a result of mimicry of a part of an infectious prote-
in antigen (Coxackie virus). The immunological reaction to
GAD is associated with both humoral and cellular responses.
The cellular response seems to be more important than the
humoral one. The cellular response may be mediated thro-
ugh the HLA complex class I cells (cytotoxic lymphocytes)
and the HLA complex class II cells (helper lymphocytes).
There are arguments for both possibilities. The principles of
GADab determination are shortly described. (Ref. 34.)
Key words: insulin-dependent diabetes mellitus, autoantibo-
dies, glutamic acid decarboxylase.

Abstrakt

Turský T., Band�uchová E.:
Dekarboxyláza glutamátu (GAD) � autoantigén pri inzulín-de-
pendentnom diabetes mellitus (IDDM)
Bratisl. lek. Listy, 100, 1999, è. 2, s. 85�88

Po roku 1990 bol poèet protilátok prítomných v krvi pri IDDM
roz�írený o protilátky proti dekarboxyláze glutamátu (GADab).
V struènom preh¾ade sa uvádzajú práce potvrdzujúce diagnos-
tický a prognostický význam stanovenia GADab. V autoimunit-
nom procese, ktorý vedie k znièeniu pankreatických betabuniek,
sa GAD zúèastòuje významným, mo�no rozhodujúcim spôso-
bom. Otázka, èi autoimunitná reakcia proti GAD je primárna,
alebo je dôsledkom mimikry èasti proteínu infekèného agensu
(Coxsackie vírus) je otvorená. Imunitná odpoveï na GAD je hu-
morálna aj bunková, prièom bunková odpoveï má zjavne väè�í
význam. Bunková odpoveï mô�e prebieha� cez ovplyvnenie
HLA-komplexu triedy I (cytotoxické lymfocyty), alebo triedy II
(helperové lymfocyty). Argumenty sú pre obe mo�nosti.
V struènosti sú uvedené princípy stanovenia GAD protilátok.
(Lit. 34.)
K¾úèové slová: inzulín-dependentný diabetes mellitus, autoproti-
látky, dekarboxyláza glutamátu.
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Roku 1990 uverejnili Baekkeskov a spol. prácu, v ktorej uká-
zali, �e antigén s molekulovou hmotnos�ou 64 kDa, ktorý dlh�ie
sledovali a ktorého protilátky sa nachádzajú v sérach pacientov
s IDDM, je enzým prítomný v betabunkách pankreasu � de-
karboxyláza kyseliny glutámovej (GAD). Tak ku dovtedy zná-
mym antigénom inzulínu, karboxypeptidáze H, proteínu tepel-
ného �oku a ïal�ím (Solimena a spol., 1994) pribudol nový de-
finovaný autoantigén. Stimulom pre zameranie pozornosti na

GAD bola krátko predtým zistená prítomnos� protilátok proti
GAD u pacienta s diagnózou �stiff-man syndrom� (SMS), u kto-
rého sa v priebehu choroby vyvinula epilepsia a IDDM (Soli-
mena a spol., 1988). Od roku 1990 boli publikované mnohé prá-
ce z klinických aj experimentálnych pracovísk, ktoré potvrdili
diagnostický význam stanovenia protilátok proti GAD (GADab),
ako aj potenciálny význam antigénneho pôsobenia GAD pre
pochopenie patogenézy IDDM.
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Dekarboxyláza kyseliny glutámovej (GAD) katalyzuje roz-
�tiepenie kyseliny glutámovej na kyselinu gamaaminomaslovú
(GABA) a oxid uhlièitý. Tento enzým sa vyskytuje v mnohých
mikroorganizmoch, rastlinách a zo �ivoèí�nych orgánov má naj-
vy��iu aktivitu v mozgu. V tomto tkanive sú tie� najpodrobnej�ie
preskúmané jeho fyziologické funkcie, z ktorých hlavnou je tvor-
ba GABA ako inhibièného mediátora. Popri tejto, dnes u� dos�
podrobne preskúmanej úèasti v prenose nervového vzruchu má
dekarboxylaèná reakcia ïal�ie, u� menej jednoznaène stanovené
funkcie (Turský, 1993). Aj keï v pankrease aktivita GAD pred-
stavuje len 1 % aktivity v mozgu, v betabunkách Langerhanso-
vých ostrovèekov sa aktivita tohto enzýmu pribli�uje aktivite
v mozgových bunkách. O funkcii GAD v tomto tkanive sa vie
málo (Turský, 1993). GAD s pomerne vysokou aktivitou sa ïalej
nachádza v periférnom nervovom systéme, v oblièkách, v oviduk-
toch a s malou aktivitou v peèeni a v srdci.

V mozgu aj v betabunkách Langerhansových ostrovèekov sa
nachádzajú dva izoenzýmy GAD, jeden s molekulovou hmotnos-
�ou 65 kDa (585 aminokyselinových zvy�kov), druhý 67 kDa (594
aminokyselinových zvy�kov). Oba enzýmy sú kódované odli�ný-
mi génmi (Petersen a spol., 1993; Erlander a Tobin, 1991). Me-
dzi GAD

65 
a GAD

67 
je pribli�ne 65 % homológia, prièom sa obe

formy výrazne odli�ujú v prvých 100 aminokyselinách N-konco-
vej oblasti. GAD

67 
je solubiná, GAD

65 
má hydrofóbne vlastnosti

(Shi a spol., 1994). Proti GAD
65 

sa tvoria protilátky pri IDDM,
ako aj pri neurologickom ochorení SMS. Autoantigénne vlastnos-
ti GAD

67 
sú u ¾udí na rozdiel od experimentálnych my�í (Elliot

a spol., 1994) zanedbate¾né.

Autoprotilátky proti GAD
65

(GADab) v diagnostike IDDM.
U� dlh�ie sa v diagnostike IDDM vyu�ívajú dve stanovenia protilá-
tok: 1. ICA-protilátky proti ostrovèekovým bunkám, ktoré sa tvoria
proti zmesi nedefinovaných antigénov (Bottazo a spol., 1974), z kto-
rých, ako sa dnes vie, proti betabunkám tvorí väè�inu GAD

65
.

2. IAA-inzulínové autoprotilátky (Palmer a spol., 1983). Prob-
lémom stanovenia ICA je reprodukovate¾nos� a �tandardizácia a èa-
sová nároènos� (Petersen a spol., 1994 b), IAA obmedzuje podá-
vanie inzulínu. Je preto pochopite¾né h¾adanie ïal�ích mo�ností
a GADab je jednou z nich.

Porovnanie ICA, IAA a GADab pri IDDM poskytujú viaceré
práce. Dôkladná �túdia sa robila v skupine 491 �védskych detí s èer-
stvo diagnostikovaným IDDM a v kontrolnej skupine 415 zdravých
detí. Priemerný vek detí bol 9 rokov (0�15), rovnako boli zastúpe-
ní chlapci a dievèatá. U diabetických detí boli pozitívne nálezy pri
GADab 70 %, pri ICA 84 % a pri IAA 56 %. U zdravých detí boli
pozitívne nálezy pri GADab 4,1 %, pri ICA 4,1 % a pri IAA 2,8 %.
Pozitivita GADab u diabetických dievèat bola 75�80 % u diabe-
tických chlapcov 60�65 % (Hagopian a spol., 1995).

Vandewalle a spol. (1995) sledovali výskyt autoprotilátok pri
IDDM pacientov v závislosti od veku, v ktorom sa ochorenie pre-
javilo. Kým pri ochorení v prvej dekáde (0�9 rokov) GADab boli
pozitívne v 64 %, v druhej dekáde stúpol poèet pozitívnych sta-
novení na 80 %, v tretej a �tvrtej dekáde sa udr�iaval na 78 %.
Naproti tomu pozitivita ICA bola u pacientov v prvej dekáde 86
%, v druhej 84 %, v tretej a �tvrtej klesala na 60 %. V prvej de-
káde bola pozitivita IAA 78 %, v druhej 43 %, v tretej a �tvrtej
29 %. Vysoká hladina protilátok GADab u dospelých (20�40
rokov) by mohla by� vhodná na stanovenie, èi sa pacient s NIDDM

nestáva inzulín-dependentným. Èiastoène odli�né údaje o pozi-
tívnych testoch GADab a ICA v závislosti od veku, v ktorom sa
choroba objavila, uvádzajú Petersen a spol. (1994 b). V skupine
detí vo veku 0�9 rokov bolo GADab pozitívnych 70 %, ICA
pozitívnych 50 %. U detí vo veku 10�19 rokov bolo GADab
pozitívnych 80 %, ICA pozitívnych 65 %, 20�29 rokov 85 %
GADab pozitívnych, 80 % ICA pozitívnych a 30�60 rokov 55 %
GADab a 30 % ICA pozitívnych.

Kawasaki a spol. (1994) sledovali GADab a ICA z dvoch as-
pektov. Na jednej strane závislos� ich pozitivity od då�ky trvania
choroby, na druhej v závislosti od toho, èi IDDM sprevádzala auto-
imunitná choroba tyreoideí (ATD). U Japoncov je koexistencia tých-
to dvoch autoimunitných ochorení najèastej�ia. Pri trvaní choroby
do 1 roka bola pozitivita GADab aj ICA pri samej IDDM 80 %. Pri
IDDM a ATD spolu stúpala pozitivita oboch testov na 100 %. Hla-
diny protilátok boli pri súèasnom postihnutí obidvoch orgánov 5-
krát vy��ie ako pri samej IDDM. Pri trvaní choroby od 3 do 22
rokov boli GADab pozitívne u 50 % a ICA pozitívne u 17 % dia-
betikov. Pri súèasnej IDDM a ATD bola pozitivita GADab 76 %,
ICA 52 %, opä� s podstatne vy��ími hladinami protilátok, ako pri
samej IDDM. V priebehu roka sledovali Petersen a spol. (1994a)
pri IDDM vz�ah medzi poklesom betabuniek stanovenom cez glu-
kagónom stimulované uvo¾òovanie C-peptidu a prítomnos�ou (GA-
Dab+) alebo neprítomnos�ou (GADab-) GADab. U pacientov s GA-
Dab+ klesalo od 6. mesiaca stimulované vyluèovanie C-peptidu na
rozdiel od pacientov s GADab-, u ktorých bolo po 12 mesiacoch
stimulované vyluèovanie C-peptidu o 30 % vy��ie ako u pacientov
s GADab+. Na rozdiel od prítomnosti GADab, prítomnos� ICA v kr-
vi pacientov nesprevádzala pokles stimulovaného vyluèovania C-
peptidu. Cyklosporín podávaný pacientom s GADab+ odstránil po-
kles vyluèovania C-peptidu. Cyklosporín ïalej pozitívne ovplyvnil
inzulín nevy�adujúce remisie, nezávisle od GADab+ alebo GADab-.

V predklinickom �tádiu sa v èasti u príbuzných diabetikov
na�li vysoké hladiny GADab, prièom len 10 % z nich ochorelo do
4 rokov. U druhej èasti boli hladiny GADab nízke a z nej 50 % do
4 rokov ochorelo (Yu, 1994). Tento jav pravdepodobne súvisí s tým,
�e pri autoantigénnom pôsobení GAD existuje bipolárny vz�ach
medzi rozvojom humorálnej a buneènej imunity. Ak je GAD pa-
togénny antigén, je u pacientov s rýchlej�ie progresujúcou choro-
bou výraznej�ia bunková odpoveï, u pacientov s pomalou prog-
resivitou vy��ia humorálna odpoveï (Harrison a spol., 1993).

Vz�ah GAD k patogenéze IDDM. V patogenéze IDDM ne-
majú zatia¾ celkom jasnú úlohu genetické a environmentálne fakto-
ry. Ak sa u jedného z monoyzgotných dvojèiat vyvinie IDDM, u dru-
hého je 42 % pravdepodobnos� ochorenia, u dizygotných dvojèiat
je pravdepodobnos� 26 % a u súrodencov 6 % (Kumar a spol., 1993).
Genetická náchylnos� k IDDM je spojená najmä s antigénmi HLA-
DQ hlavného histokompatibilného komplexu (Rønningen, 1997;
Ilonen a spol., 1996). Z environmentálnych faktorov sú to hlavne
infekcie, uvádza sa aj podávanie kravského mlieka dojèatám.

Infekcia vírusmi Coxsackie èasto predchádza vzniku IDDM
(Michalková a spol., 1989), èo vedie k predpokladu ich príèinnej
súvislosti. V súhlase s týmto predpokladom je zistenie, �e v biel-
kovine P2-C z Coxsackie CB4 E2 sa nachádza 6-èlenná sekvencia
aminokyselín presne rovnaká ako v GAD

65
. V GAD

67 
je v tejto sek-

vencii jedna odli�ná aminokyselina. Peptidy z vírusovej bielkoviny
(KILPEVKEKHEF), z GAD

65 
(sekvencia 256�268 YKMFPEV-
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KEKGMA), aj z GAD
67 

boli zosyntetizované a vytvorili sa k nim
protilátky. Protilátka ku peptidu z P2-C reagovala s peptidom
z GAD

65
, nereagovala s peptidom z GAD

67
. Rovnako protilátka ku

peptidu z GAD
65 

reagovala s peptidom z P2-C. Je obzvlá�� pozoru-
hodné, �e protilátky v sérach pacientov s IDDM reagovali s pepti-
dom z P2-C a s peptidom z GAD

65 
a len nepatrne s peptidom

z GAD
67 

(Hou a spol., 1994). GADab sa via�u na GAD
65 

a praktic-
ky sa nevia�u na GAD

67
. Epitopy zistené na chimérických GAD,

vytvorených z èasti GAD
67 

a GAD
65

, boli v oblasti 240�435 (E1)
a 451�570 (E2) (Daw a Powers, 1995). Väzbové miesto pre mole-
kulové mimikry by pre P2-C bielkovinu bolo na E1 epitope.

Naproti tomu Wicker a spol. (1996) a Panina-Bordignon
(1995) ukázali, �e línie ¾udských T-buniek s reaktivitou ku GAD
nemali sekvencie homológne ku P2-C bielkovine z Coxsackie ví-
rusu. Potenciálnu úlohu molekulových mimikry naznaèujú tie�
homológne sekvencie v bielkovinách 11 vírusov a epitopových
oblastiach GAD

65 
(Jones a Crosby, 1996). Problémy súvisiace

s molekulovými mimikry viedli Atkinsona (1997) k záveru, �e
predstavujú síce atraktívnu, ale stále len hypotézu.

U NOD my�í stimuluje GAD od 4. tý�dòa proliferáciu lymfo-
cytov. Miesto v molekule GAD, ktoré má takýto úèinok, je na za-
èiatku v sekvencii 509�528. V 7. tý�dni získava výrazný proli-
feraèný úèinok sekvencia 248�266, v ktorej sa nachádza �es�èlen-
ný peptid rovnaký ako v P2-C (Kaufman a spol., 1993). O bipo-
larite humorálnej a celulárnej autoimunitnej reakcie GAD sa u�
hovorilo (Harrison a spol., 1993). U pacientov s IDDM opísali
Atkinson a spol. (1992) proliferáciu mononukleárových buniek
vyvolanú s GAD. Pokusy na NOD my�iach, u ktorých GAD �pe-
cifické T-bunky produkujú interferón gama, ukázali, �e tieto bun-
ky patria ku CD4+ T1-helperom so skôr cytotoxickým pôsobením
(Kaufman a spol., 1993). Na mo�nú priliferáciu cytotoxických
CD8+ T-lymfocytov vyvolanú s GAD pri IDDM u ¾udí poukázala
práca Panina-Bordignon (1995). Vzh¾adom na miesto spracova-
nia a prezentáciu antigénu HLA-antigénmi triedy I by potvrdenie
nálezov GAD �pecifických cytotoxických T-lymfocytov pri IDDM
znamenalo výrazný posun v poznaní patogenézy IDDM.

Z inej strany na vplyv cytotoxických CD8+ T-lymfocytov
(HLA-antigény triedy I) pri pôsobení GAD

65 
v patogenéze IDDM

poukázali Togun a spol. (1997). Na rozdiel od inzulínu a nie-
ktorých ïal�ích relevantných a irelevantných antigénov, len GAD

65

zni�ovala stimulaèný index CD8+ T-lymfocytov. Pri iných autoi-
munitných ochoreniach (Hashimotova tyreoitída, reumatická ar-
tritída) GAD

65 
nezni�ovala stimulaèný index. V tomto smere je

pre IDDM GAD
65 

�pecifický autoantigén. Autori predpokladajú,
�e CD8+ T-lymfocyty sú supresorové bunky pri IDDM a porucha
antigén �pecifickej indukcie supresorových T-buniek by mohla by�
rozhodujúcim faktorom v patogenéze choroby.

GAD a IDDM u NOD my�í. Experimentálnym modelom pre
IDDM sú samièky neobéznych diabetických (NOD) my�í, u kto-
rých sa v 80 % vyvíja spontánny diabetes. Aj u týchto zvierat je
známa �iroká skupina autoantigénov. Kaufman a spol. (1993)
a Tisch a spol. (1993) sledovali vplyv týchto antigénov na proli-
feráciu T-buniek. Zistili, �e GAD vyvoláva proliferáciu u� u 4-
tý�dòových my�í, proliferaèné pôsobenie ïal�ích autoantigénov
sa objavuje neskôr. Paralelne prebieha objavovanie sa protilátok,
opä� najskôr GADab v 4. tý�dni, neskôr ïal�ích protilátok (Tisch
a spol., 1993). U NOD my�í proliferáciu lymfocytov vyvoláva

GAD
65 

aj GAD 
67

. Aj protilátky sú GAD
65

ab a GAD
67

ab. Súvisí to
zjavne s tým, �e v pankrease my�í (na rozdiel od èloveka a pot-
kana) je prevládajúcou formou GAD

67 
(Elliot a spol., 1994). Od

4. tý�dòa sa tie� zaèína vyvíja� u NOD my�í inzulitída. Intrave-
nózne podanie GAD aj jej injikovanie do týmusu 3-tý�dòovým
my�iam (Kaufman a spol., 1993; Tisch a spol., 1993) tolerizovalo
zvieratá proti vývoju IDDM. Potlaèil sa rozvoj inzulitídy, GAD
nebola schopná vyvola� proliferáciu lymfocytov a potlaèil sa vznik
diabetu. Naproti tomu tolerizácia nepotlaèila tvorbu protilátok, èo
ukazuje, �e sa u NOD my�í mô�e vyvola� roz�tiepená tolerancia
(split tolerance) (Tisch a spol., 1993). Záva�ným poznatkom z to-
lerizácie s GAD bolo, �e aj ostatné autoantigény stratili schopnos�
vyvoláva� proliferáciu lymfocytov. Naopak pokus o tolerizáciu
s inými autoantigénmi bol neúèinný. Na základe týchto poznat-
kov Kaufman (1993) urobil záver: 1. GAD je k¾úèový autoantigén
pri indukcii IDDM u NOD my�í. 2. Autoimunita ku GAD spú��a
odpoveï T-buniek k ostatným antigénom z betabuniek. 3. Spon-
tánna autoimunitná choroba mô�e by� tolerizovaná vyvolávajú-
cim antigénom. S problematikou tolerizácie u NOD my�í sa za-
oberali ïal�ie práce (Petersen a spol., 1994 c; Elliot a spol., 1994).

Stanovenie protilátok proti dekarboxyláze kyseliny glutá-
movej (GADab). V rámci druhého medzinárodného pracovného
stretnutia v 52 laboratóriách preskú�ali tri spôsoby stanovenia GA-
Dab: RIA, ELISA a enzýmový imunoprecipitaèný test (Schmidli
a spol., 1995). K RIA skú�kam sa pou�ila jednak izolovaná dekar-
boxyláza kyseliny glutámovej z mozgu prasa�a znaèená s 125I, jed-
nak rekombinantné GAD znaèené alebo s 125I alebo 35S z metioní-
nu zabudovaného pri rekombinantnej syntéze. Stanovila sa rádioak-
tivita enzýmu s naviazanou protilátkou. Test bol preskú�aný v 26
laboratóriách, pozitívnych výsledkov bolo 76 % (48�87). Pri ELI-
SA sa pou�ila rekombinantná ¾udská a potkania GAD a izolovaná
GAD z mozgu a pankreasu. Na imobilizovaný antigén sa naviazala
protilátka a na jej stanovenie sa pou�ila druhá protilátka s naviaza-
ným enzýmom. Merala sa reakcia katalyzovaná týmto enzýmom.
Test sa pou�il v 19 laboratóriách a získalo sa 36 % (15�84) pozi-
tívnych výsledkov. Enzýmový imunoprecipitaèný test spoèíval v po-
u�ití oèisteného enzýmu z mozgového tkaniva, na ktorý sa naviaza-
la protilátka. Komplex enzým�protilátka sa naviazal na proteín-A-
sefarózu a po premytí sa stanovila dekarboxylázová aktivita kom-
plexu. Test sa pou�il v 7 laboratóriách a získalo sa 49,9 %
pozitívnych výsledkov (33�65). Za pozitívne sa pokladajú výsled-
ky 2 SD nad priemerom kontrol. Novú modifikáciu RIA v pevnej
fáze pre rýchle rutinné pou�itie zaviedli Tiberti a spol. (1997). Pou-
�ili rekombinantnú ¾udskú GAD

65 
a protein A (znaèený s I125), kto-

rý via�e komplex GAD-protilátka. Obe látky sú komerène prístup-
né. Stanovenie GADab sa vïaka mo�nosti získava� rekombinantný
enzým stane pravdepodobne �iroko prístupné.*
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