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

Roku 1990 uverejnili Baekkeskov a spol. pracu, v ktorej uka-
zali, Ze antigén s molekulovou hmotnostou 64 kDa, ktory dlhsie
sledovali a ktorého protilatky sa nachddzaji v sérach pacientov
s IDDM, je enzym pritomny v betabunkach pankreasu — de-
karboxyldza kyseliny glutamovej (GAD). Tak ku dovtedy zna-
mym antigénom inzulinu, karboxypeptidaze H, proteinu tepel-
ného Soku a dal$im (Solimena a spol., 1994) pribudol novy de-
finovany autoantigén. Stimulom pre zameranie pozornosti na
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Po roku 1990 bol pocet protilatok pritomnych v krvi pri IDDM
rozsireny o protilatky proti dekarboxylaze glutamatu (GADab).
V struénom prehlade sa uvadzaju prace potvrdzujice diagnos-
ticky a prognosticky vyznam stanovenia GADab. V autoimunit-
nom procese, ktory vedie k zniceniu pankreatickych betabuniek,
sa GAD zucastiiuje vyznamnym, mozno rozhodujucim sposo-
bom. Otdzka, ¢i autoimunitna reakcia proti GAD je primarna,
alebo je dosledkom mimikry casti proteinu infekéného agensu
(Coxsackie virus) je otvorena. Imunitna odpoved na GAD je hu-
moralna aj bunkova, pricom bunkova odpoved ma zjavne vacsi
vyznam. Bunkovd odpoved moéze prebiehat cez ovplyvnenie
HLA-komplexu triedy I (cytotoxické lymfocyty), alebo triedy 11
(helperové lymfocyty). Argumenty st pre obe moznosti.
V strucnosti st uvedené principy stanovenia GAD protilatok.
(Lit. 34.)

KIucové slova: inzulin-dependentny diabetes mellitus, autoproti-
latky, dekarboxylaza glutamatu.

GAD bola kratko predtym zistena pritomnost protilatok proti
GAD u pacienta s diagndzou “stift-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 pra-
ce z klinickych aj experimentalnych pracovisk, ktoré potvrdili
diagnosticky vyznam stanovenia protilatok proti GAD (GADab),
ako aj potencidlny vyznam antigénneho pdsobenia GAD pre
pochopenie patogenézy IDDM.

Institute of Medical Chemistry, Biochemistry and Clinical Biochemistry,
School of Medicine, Comenius University, Bratislava

Address for correspondence: T. Tursky, MD, PhD, Ustav lekarskej ché-
mie, biochémie a klinickej biochémie LFUK, Sasinkova 4, 811 08 Brati-
slava, Slovakia.

Phone: +421.7.5357 293

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie Lekarskej
fakulty Univerzity Komenského v Bratislave



86 BRATISL. LEK. LISTY, 100, 1999, ¢. 2, s. 85-88

Dekarboxylaza Kkyseliny glutamovej (GAD) katalyzuje roz-
Stiepenie kyseliny glutamovej na kyselinu gamaaminomaslova
(GABA) a oxid uhlic¢ity. Tento enzym sa vyskytuje v mnohych
mikroorganizmoch, rastlindch a zo zivoc¢isnych organov ma naj-
vy$siu aktivitu v mozgu. V tomto tkanive su tiez najpodrobnejsie
preskimané jeho fyziologické funkcie, z ktorych hlavnou je tvor-
ba GABA ako inhibi¢éného medidtora. Popri tejto, dnes uz dost
podrobne preskumanej tcasti v prenose nervového vzruchu ma
dekarboxylacna reakcia dalsie, uz menej jednoznacne stanovené
funkcie (Tursky, 1993). Aj ked v pankrease aktivita GAD pred-
stavuje len 1 % aktivity v mozgu, v betabunkdch Langerhanso-
vych ostrovéekov sa aktivita tohto enzymu priblizuje aktivite
v mozgovych bunkach. O funkcii GAD v tomto tkanive sa vie
malo (Tursky, 1993). GAD s pomerne vysokou aktivitou sa dalej
nachadza v periférnom nervovom systéme, v oblickach, v oviduk-
toch a s malou aktivitou v peceni a v srdci.

V mozgu aj v betabunkach Langerhansovych ostrovéekov sa
nachadzaju dva izoenzymy GAD, jeden s molekulovou hmotnos-
tou 65 kDa (585 aminokyselinovych zvyskov), druhy 67 kDa (594
aminokyselinovych zvyskov). Oba enzymy su kodované odlisny-
mi génmi (Petersen a spol., 1993; Erlander a Tobin, 1991). Me-
dzi GAD a GAD,, je priblizne 65 % homoldgia, priom sa obe
formy vyrazne odliSuju v prvych 100 aminokyselinach N-konco-
vej oblasti. GAD, je solubind, GAD,, md hydrofébne vlastnosti
(Shi a spol., 1994). Proti GAD, sa tvoria protildtky pri IDDM,
ako aj pri neurologickom ochoreni SMS. Autoantigénne vlastnos-
ti GAD,, st u [udi na rozdiel od experimentalnych mysi (Elliot
a spol., 1994) zanedbatelné.

Autoprotilitky proti GAD,(GADab) v diagnostike IDDM.
Uz dlhsie sa v diagnostike IDDM vyuzivaju dve stanovenia protila-
tok: 1. ICA-protilatky proti ostrovéekovym bunkam, ktoré sa tvoria
proti zmesi nedefinovanych antigénov (Bottazo a spol., 1974), z kto-
rych, ako sa dnes vie, proti betabunkdm tvori vi¢Sinu GAD,.

2.IAA-inzulinové¢ autoprotilatky (Palmer a spol., 1983). Prob-
lémom stanovenia ICA je reprodukovatelnost a Standardizaciaa ca-
sova narocnost (Petersen a spol., 1994 b), IAA obmedzuje poda-
vanie inzulinu. Je preto pochopitelné hladanie dalSich moznosti
a GADab je jednou z nich.

Porovnanie ICA, IAA a GADab pri IDDM poskytuju viaceré
préace. Dokladna stadia sa robila v skupine 491 $védskych detis Cer-
stvo diagnostikovanym IDDM a v kontrolnej skupine 415 zdravych
deti. Priemerny vek deti bol 9 rokov (0—15), rovnako boli zastupe-
ni chlapci a dievéata. U diabetickych deti boli pozitivne nalezy pri
GADab 70 %, pri ICA 84 % a pri IAA 56 %. U zdravych deti boli
pozitivne nalezy pri GADab 4,1 %, pri ICA 4,1 % a pri [AA 2,8 %.
Pozitivita GADab u diabetickych dievcat bola 75—80 % u diabe-
tickych chlapcov 60—65 % (Hagopian a spol., 1995).

Vandewalle a spol. (1995) sledovali vyskyt autoprotilatok pri
IDDM pacientov v zavislosti od veku, v ktorom sa ochorenie pre-
javilo. Kym pri ochoreni v prvej dekade (0—9 rokov) GADab boli
pozitivne v 64 %, v druhej dekade stupol pocet pozitivnych sta-
noveni na 80 %, v tretej a Stvrtej dekade sa udrziaval na 78 %.
Naproti tomu pozitivita ICA bola u pacientov v prvej dekade 86
%, v druhej 84 %, v tretej a Stvrtej klesala na 60 %. V prvej de-
kade bola pozitivita IAA 78 %, v druhej 43 %, v tretej a Stvrtej
29 %. Vysoka hladina protilatok GADab u dospelych (20—40
rokov) by mohla byt vhodna na stanovenie, ¢i sa pacients NIDDM

nestava inzulin-dependentnym. Ciastoéne odlisné udaje o pozi-
tivnych testoch GADab a ICA v zavislosti od veku, v ktorom sa
choroba objavila, uvadzaju Petersen a spol. (1994 b). V skupine
deti vo veku 0—9 rokov bolo GADab pozitivnych 70 %, ICA
pozitivnych 50 %. U deti vo veku 10—19 rokov bolo GADab
pozitivnych 80 %, ICA pozitivnych 65 %, 20—29 rokov 85 %
GADab pozitivnych, 80 % ICA pozitivnych a 30—60 rokov 55 %
GADab a 30 % ICA pozitivnych.

Kawasaki a spol. (1994) sledovali GADab a ICA z dvoch as-
pektov. Na jednej strane zavislost ich pozitivity od dizky trvania
choroby, na druhej v zavislosti od toho, ¢i IDDM sprevadzala auto-
imunitna choroba tyreoidei (ATD). U Japoncov je koexistencia tych-
to dvoch autoimunitnych ochoreni najcastejSia. Pri trvani choroby
do 1 roka bola pozitivita GADab aj ICA pri samej IDDM 80 %. Pri
IDDM a ATD spolu stiipala pozitivita oboch testov na 100 %. Hla-
diny protilatok boli pri sic¢asnom postihnuti obidvoch organov 5-
krat vyssie ako pri samej IDDM. Pri trvani choroby od 3 do 22
rokov boli GADab pozitivne u 50 % a ICA pozitivne u 17 % dia-
betikov. Pri sucasnej IDDM a ATD bola pozitivita GADab 76 %,
ICA 52 %, opit s podstatne vyssimi hladinami protilatok, ako pri
samej IDDM. V priebehu roka sledovali Petersen a spol. (1994a)
pri IDDM vztah medzi poklesom betabuniek stanovenom cez glu-
kagdnom stimulované uvoliovanie C-peptidu a pritomnostou (GA-
Dab") alebo nepritomnostou (GADab’) GADab. U pacientovs GA-
Dab* klesalo od 6. mesiaca stimulované vylucovanie C-peptidu na
rozdiel od pacientov s GADab-, u ktorych bolo po 12 mesiacoch
stimulované vyluc¢ovanie C-peptidu o 30 % vyssie ako u pacientov
s GADab". Narozdiel od pritomnosti GADab, pritomnost ICA v kr-
vi pacientov nesprevadzala pokles stimulovaného vylucovania C-
peptidu. Cyklosporin podavany pacientom s GADab" odstranil po-
kles vyluc¢ovania C-peptidu. Cyklosporin dalej pozitivne ovplyvnil
inzulin nevyzadujice remisie, nezavisle od GADab" alebo GADab".

V predklinickom §tadiu sa v Casti u pribuznych diabetikov
nasli vysoké hladiny GADab, pri¢om len 10 % z nich ochorelo do
4 rokov. U druhej casti boli hladiny GADab nizke a z nej 50 % do
4 rokov ochorelo (Yu, 1994). Tento jav pravdepodobne stivisi s tym,
Ze pri autoantigénnom posobeni GAD existuje bipolarny vztach
medzi rozvojom humoralnej a bune¢nej imunity. Ak je GAD pa-
togénny antigén, je u pacientov s rychlejsie progresujicou choro-
bou vyraznej$ia bunkova odpoved, u pacientov s pomalou prog-
resivitou vyssia humoralna odpoved (Harrison a spol., 1993).

Vztah GAD k patogenéze IDDM. V patogenéze IDDM ne-
maju zatial celkom jasnt ulohu genetické a environmentalne fakto-
ry. Ak sau jedného z monoyzgotnych dvojciat vyvinie IDDM, u dru-
hého je 42 % pravdepodobnost ochorenia, u dizygotnych dvojciat
je pravdepodobnost 26 % a u stirodencov 6 % (Kumara spol., 1993).
Geneticka nachylnostk IDDM je spojena najmé s antigénmi HLA-
DQ hlavného histokompatibilného komplexu (R@gnningen, 1997;
Ilonen a spol., 1996). Z environmentalnych faktorov st to hlavne
infekcie, uvadza sa aj podavanie kravského mlieka dojcatam.

Infekcia virusmi Coxsackie Casto predchadza vzniku IDDM
(Michalkova a spol., 1989), ¢o vedie k predpokladu ich pricinnej
suvislosti. V stihlase s tymto predpokladom je zistenie, Ze v biel-
kovine P2-C z Coxsackie CB4 E2 sa nachadza 6-¢lenna sekvencia
aminokyselin presne rovnakd ako v GAD . V GAD_ je v tejto sek-
vencii jedna odli$na aminokyselina. Peptidy z virusovej bielkoviny
(KILPEVKEKHEF), z GAD, (sekvencia 256—268 YKMFPEV-
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KEKGMA), aj z GAD, boli zosyntetizované a vytvorili sa k nim
protilatky. Protilatka ku peptidu z P2-C reagovala s peptidom
z GAD,, nereagovala s peptidom z GAD . Rovnako protilatka ku
peptidu z GAD  reagovala s peptidom z P2-C. Je obzvlast pozoru-
hodné, ze protilatky v sérach pacientov s IDDM reagovali s pepti-
dom z P2-C a s peptidom z GAD, a len nepatrne s peptidom
z GAD,, (Hou a spol., 1994). GADab sa viazu na GAD,,a praktic-
ky sa neviazu na GAD,. Epitopy zistené na chimérickych GAD,
vytvorenych z Casti GAD_a GAD,,, boli v oblasti 240—435 (E1)
a 451—570 (E2) (Daw a Powers, 1995). Vdzbové miesto pre mole-
kulové mimikry by pre P2-C bielkovinu bolo na E1 epitope.

Naproti tomu Wicker a spol. (1996) a Panina-Bordignon
(1995) ukazali, ze linie Tudskych T-buniek s reaktivitou ku GAD
nemali sekvencie homoldgne ku P2-C bielkovine z Coxsackie vi-
rusu. Potencialnu ulohu molekulovych mimikry naznacuju tiez
homoldgne sekvencie v bielkovinach 11 virusov a epitopovych
oblastiach GAD, (Jones a Crosby, 1996). Problémy suvisiace
s molekulovymi mimikry viedli Atkinsona (1997) k zaveru, ze
predstavuju sice atraktivnu, ale stale len hypotézu.

U NOD mysi stimuluje GAD od 4. tyzdna proliferaciu lymfo-
cytov. Miesto v molekule GAD, ktoré ma takyto uc¢inok, je na za-
¢iatku v sekvencii 509—>528. V 7. tyzdni ziskava vyrazny proli-
feracny ucinok sekvencia 248—266, v ktorej sa nachadza sestclen-
ny peptid rovnaky ako v P2-C (Kaufman a spol., 1993). O bipo-
larite humoralnej a celuldrnej autoimunitnej reakcie GAD sa uz
hovorilo (Harrison a spol., 1993). U pacientov s IDDM opisali
Atkinson a spol. (1992) proliferaciu mononuklearovych buniek
vyvolani s GAD. Pokusy na NOD mysiach, u ktorych GAD $pe-
cifické T-bunky produkujt interferén gama, ukazali, Ze tieto bun-
ky patria ku CD4" T1-helperom so skor cytotoxickym pdsobenim
(Kaufman a spol., 1993). Na moznu priliferaciu cytotoxickych
CD8" T-lymfocytov vyvolanu s GAD pri IDDM u [udi poukazala
praca Panina-Bordignon (1995). Vzhladom na miesto spracova-
nia a prezenticiu antigénu HLA-antigénmi triedy I by potvrdenie
nalezov GAD Specifickych cytotoxickych T-lymfocytov pri IDDM
znamenalo vyrazny posun v poznani patogenézy IDDM.

Z inej strany na vplyv cytotoxickych CD8" T-lymfocytov
(HLA-antigény triedy I) pri pésobeni GAD, v patogenéze IDDM
poukazali Togun a spol. (1997). Na rozdiel od inzulinu a nie-
ktorych dalsich relevantnych a irelevantnych antigénov, len GAD,
znizovala stimula¢ny index CD8" T-lymfocytov. Pri inych autoi-
munitnych ochoreniach (Hashimotova tyreoitida, reumaticka ar-
tritida) GAD,, nezniZovala stimulacny index. V tomto smere je
pre IDDM GAD,, Specificky autoantigén. Autori predpokladaju,
ze CD8" T-lymfocyty su supresorové bunky pri IDDM a porucha
antigén Specifickej indukcie supresorovych T-buniek by mohla byt
rozhodujucim faktorom v patogenéze choroby.

GAD a IDDM u NOD mysi. Experimentalnym modelom pre
IDDM st samicky neobéznych diabetickych (NOD) mysi, u kto-
rych sa v 80 % vyvija spontanny diabetes. Aj u tychto zvierat je
znama Sirokd skupina autoantigénov. Kaufman a spol. (1993)
a Tisch a spol. (1993) sledovali vplyv tychto antigénov na proli-
feraciu T-buniek. Zistili, ze GAD vyvolava proliferaciu uz u 4-
tyzdnovych mysi, proliferacné posobenie dal$ich autoantigénov
sa objavuje neskor. Paralelne prebicha objavovanie sa protilatok,
opat najskor GADab v 4. tyzdni, neskor dalSich protilatok (Tisch
a spol., 1993). U NOD mysi proliferaciu lymfocytov vyvolava

GAD, aj GAD . Aj protilatky st GAD ab a GADab. Suvisi to
zjavne s tym, Ze v pankrease mysi (na rozdiel od ¢loveka a pot-
kana) je prevladajucou formou GAD,, (Elliot a spol., 1994). Od
4. tyzdia sa tiez zac¢ina vyvijat u NOD mysi inzulitida. Intrave-
nozne podanie GAD aj jej injikovanie do tymusu 3-tyzdiiovym
mysiam (Kaufman a spol., 1993; Tisch a spol., 1993) tolerizovalo
zvieratd proti vyvoju IDDM. Potlacil sa rozvoj inzulitidy, GAD
nebola schopna vyvolat proliferaciu lymfocytov a potlacil sa vznik
diabetu. Naproti tomu tolerizacia nepotlacila tvorbu protilatok, ¢o
ukazuje, ze sa u NOD mysi mdze vyvolat rozstiepena tolerancia
(split tolerance) (Tisch a spol., 1993). Zavaznym poznatkom z to-
lerizacie s GAD bolo, Ze aj ostatné autoantigény stratili schopnost
vyvolavat proliferaciu lymfocytov. Naopak pokus o tolerizaciu
s inymi autoantigénmi bol neucinny. Na zaklade tychto poznat-
kov Kaufman (1993) urobil zaver: 1. GAD je kluc¢ovy autoantigén
pri indukcii IDDM u NOD mysi. 2. Autoimunita ku GAD spusta
odpoved T-buniek k ostatnym antigénom z betabuniek. 3. Spon-
tanna autoimunitna choroba mdze byt tolerizovana vyvolavaji-
cim antigénom. S problematikou tolerizacie u NOD mysi sa za-
oberali dalSie prace (Petersen a spol., 1994 c; Elliot a spol., 1994).

Stanovenie protilitok proti dekarboxyldze kyseliny gluta-
movej (GADab). V ramci druhého medzinarodného pracovného
stretnutia v 52 laboratoriach preskusali tri sposoby stanovenia GA-
Dab: RIA, ELISA a enzymovy imunoprecipitacny test (Schmidli
a spol., 1995). K RIA skuskam sa pouzila jednak izolovana dekar-
boxylaza kyseliny glutdmovej z mozgu prasata znacena s '*1, jed-
nak rekombinantné GAD znacené alebo s I alebo **S z metioni-
nu zabudovaného pri rekombinantnej syntéze. Stanovila sa radioak-
tivita enzymu s naviazanou protilatkou. Test bol preskusany v 26
laboratdriach, pozitivnych vysledkov bolo 76 % (48—87). Pri ELI-
SA sa pouzila rekombinantnd fudska a potkania GAD a izolovana
GAD z mozgu a pankreasu. Na imobilizovany antigén sa naviazala
protilatka a na jej stanovenie sa pouzila druha protilatka s naviaza-
nym enzymom. Merala sa reakcia katalyzovana tymto enzymom.
Test sa pouzil v 19 laboratériach a ziskalo sa 36 % (15—84) pozi-
tivnych vysledkov. Enzymovy imunoprecipitacny test spocival v po-
uziti o€isteného enzymu z mozgového tkaniva, na ktory sa naviaza-
la protilatka. Komplex enzym—protilatka sa naviazal na protein-A-
sefarézu a po premyti sa stanovila dekarboxylazova aktivita kom-
plexu. Test sa pouzil v 7 laboratéridch a ziskalo sa 49,9 %
pozitivnych vysledkov (33—65). Za pozitivne sa pokladaji vysled-
ky 2 SD nad priemerom kontrol. Novii modifikaciu RIA v pevnej
faze pre rychle rutinné pouzitie zaviedli Tiberti a spol. (1997). Pou-
zili rekombinantnu [udski GAD,,a protein A (znaCeny s 1'*), kto-
ry viaze komplex GAD-protilatka. Obe latky su komer¢ne pristup-
né. Stanovenie GADab sa vdaka moznosti ziskavat rekombinantny
enzym stane pravdepodobne §iroko pristupné.”
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