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Seznam zkratek

DM; diabetes mellitus

GAD, glutamate acid decarboxylase: dekarboxyláza kyseliny glutamové

HLA, human leukocyte antigens; MHC, major histocompatibility complex: hlavní histokompatibilitní komplex.

IA2, islet antigen 2

IAA, insulin autoantibodies: autoprotilátky proti inzulínu 

IGT, impaired glucose tolerance: porušená glukózová tolerance

ivGTT, intravenous glucose tolerance test: intravenózní glukózový toleranční test

OR, odds ratio: poměr šancí

TCR, T-cell receptor: receptor T lymfocytu
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Souhrn

Diabetes mellitus (DM) 1. typu vzniká následkem destrukce beta buněk Langerhansových ostrůvků pankreatu, která vede k absolutní inzulínopenii. Míra genetického rizika DM 1. typu je určena polymorfismy hlavního histokompatibilitního komplexu (MHC), inzulínového genu, genu CTLA4 a několika dalších lokusů dosud vesměs nepoznané funkce. 

Cílem předkládané práce bylo studium epidemiologie a genetického rizika DM 1. typu v české dětské populaci, zjištění genetických faktorů ovlivňujících riziko celiakie u diabetických dětí a vývoj metodiky k rychlému populačnímu screeningu na genotyp HLA 2. třídy přinášející nejvyšší riziko diabetu.

· Ke stanovení incidence DM 1. typu v dětské populaci v období 1990-1997 jsme použili dat Českého registru dětského diabetu. Ve srovnání s ostatními evropskými zeměmi je incidence diabetu na středně vysoké úrovni a během sledovaného období stoupala. Vzhledem k tomu, že vzestup byl nejstrmější u dětí s manifestací diabetu v nejmladším věku, lze spekulovat, že se v naší populaci začíná projevovat trend známý z populací s nejvyšší incidencí DM: mizení rozdílů v incidenci mezi jednotlivými věkovými skupinami dětí.

· Provedli jsme studii případů a kontrol zaměřenou na genetické asociace DM 1. typu s polymorfismy HLA-DQB1, -DQA1, se subtypy DRB1*04 a s tranzicí CTLA4 +49 A/G. Polymorfismy jsme genotypizovali pomocí PCR-SSP. Alely DQB1*0302 (OR=9,0), DQB1*02 (OR=3,4) a DQA1*03 (OR=7,5) byly s diabetem 1. typu asociovány pozitivně, kdežto alely DQB1*0602 (OR=0,02), DQB1*0301 (OR=0,08), DQB1*0503 (OR=0,13), DQB1*0603 (OR= 0,20), DQA1*01 (OR=0,28) a DQA1*02 (OR=0,26) byly signifikantně protektivní. Poukazujeme na neobvykle vysoké riziko OR=116 přinášené  genotypem HLA-DQA1*05-DQB1*02/DQA1*03-DQB1*0302, které bývá jinak nalézáno spíše v populacích s nižším výskytem DM 1. typu. Subtyp DRB1*0403 byl signifikantně protektivní (OR=0,05, CI 95% 0,01-0,45), zatímco absence asociace pro zbylé subtypy DRB1*04 přináší další důkaz, že zejména modifikující efekt DRB1*0401 a DRB1*0404 není přítomen univerzálně ve všech evropských populacích. Pro tranzici CTLA4 +49 A/G jsme asociaci neprokázali. To potvrzuje pravděpodobnou sekundární roli tohoto polymorfismu v oblasti CTLA4.

· Zkoumali jsme genetickou heterogenitu dětského diabetu 1. typu ve vztahu k riziku celiakie. Screeningem pomocí stanovení antiendomysiálních protilátek prošlo 345 diabetických dětí, z nichž 15 mělo celiakii. Srovnání HLA-DQ genotypů diabetických dětí majících a nemajících celiakii prokázalo signifikantně rizikovou roli HLA-DQA1*05-DQB1*02 (DQ2) molekuly (nese ji 80% diabetických dětí s celiakií proti 49% diabetických dětí bez celiakie, OR=4,1, CI 95% 1,1-15). Naše výsledky ukazují signifikantní heterogenitu dětského diabetu ve vztahu k riziku celiakie, což může mít význam při plánování strategií screeningu celiakie.

· K identifikaci časných expozic negenetickým faktorům, které hrají roli v etiopatogenezi diabetu, je třeba vytvořit homogenní kohortu jedinců s co nejvyšším genetickým rizikem DM 1. typu. Cílem projektu byl vývoj rychlé metody k časnému screeningu obecné populace na nejrizikovější genotyp HLA-DRB1*0401-DQA1*03-DQB1*0302 / DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02. Naše metoda je založena na koamplifikaci druhých exonů DQA1 a DQB1 genů a jejich následné simultánní hybridizaci na sedm oligonukleotidových sond imobilizovaných na dně mikrotitrační destičky. Detekce probíhá kolorimetricky pomocí automatické čtečky ELISA destiček. Subtypizace DRB1*04 je prováděna obdobně pomocí jiných šesti sond. V pilotní studii na více než tisíci vzorcích jsme prokázali schůdnost této strategie populačního screeningu, navíc za použití archivního séra jako zdroje DNA.

Výsledky prezentovaných studií podtrhují genetickou heterogenitu DM 1. typu a pokoušejí se přinést další data o některých kontroverzních problémech, jako jsou asociace DM s CTLA4 polymorfismy nebo HLA-DRB1*04 subtypy.

Summary

Type 1 diabetes mellitus (DM) is a consequence of absolute insulinopaenia resulting from autoimmune destruction of pancreatic beta cells. Genetic susceptibility to Type 1 DM is determined by polymorphisms of the major histocompatibility complex (MHC), insulin gene, CTLA4 gene as well as several other loci of mostly unknown function. 

The present project was aimed at study of Type 1 DM epidemiology, genetic susceptibility and resistance to Type 1 DM in Czech children, at finding MHC genetic risk factors of celiac disease in diabetic children, and at developing a rapid screening technique for the HLA class 2 genotype conferring the highest risk of Type 1 DM.

· Data of the Czech Childhood Diabetes Registry were used to assess Type 1 DM incidence in Czech children over the period 1990-1997. The incidence rate was at an intermediate level compared to other European countries, with a steady significant increase over the study period. Since this increase was steepest in the youngest age-at-diagnosis group, we may speculate that our population follows the trend previously observed in the high-incidence populations: the so far typical age distribution of new cases in age categories is gradually disappearing. 

· To determine the genetic risk factors of Type 1 DM in Czech children, we conducted a case-control study on the HLA-DQB1, -DQA1 polymorphisms, the HLA-DRB1*04 subtypes carried on the DQB1*0302 haplotypes, and the CTLA4 +49 A/G transition. The polymorphisms were genotyped using PCR-SSP technique, and the risk was evaluated by testing 2x2 tables. The DQB1*0302 (odds ratio, OR=9.0), DQB1*02 (OR=3.4) and DQA1*03 (OR=7.5) alleles were significantly associated with diabetes risk, while the DQB1*0602 (OR=0.02), DQB1*0301 (OR=0.08), DQB1*0503 (OR=0.13), DQB1*0603 (OR=0.20), DQA1*01 (OR=0.28) and DQA1*02 (OR=0.26) alleles were significantly protective. Of the DQA1-DQB1 genotypes, we point out the extremely high risk of OR=116 conferred by HLA-DQA1*05-DQB1*02 / DQA1*03-DQB1*0302. Such a high risk level for this genotype is rather unusual with respect to the intermediate Type 1 diabetes incidence found in our population. Among DRB1*04 subtypes, DRB1*0403 was significantly protective (OR=0.05, CI 95% 0.01-0.45). Since none of the remaining DRB1*04 subtypes was associated with Type 1 DM, our study presents another piece of evidence that the DRB1*0401 and DRB1*0404 alleles do not modify Type 1 diabetes risk generally in European populations. The CTLA4 +49 A/G transition was not associated with Type 1 diabetes, which points to its likely secondary role in the CTLA4-conferred Type 1 DM risk.

· To disclose genetic heterogeneity of Type 1 diabetic children with respect to celiac disease (CD) risk, we screened 345 diabetic children using antiendomysial antibodies, finding 15 cases of CD. Having compared HLA-DQ genotypes of diabetic children with and without CD, we found the HLA-DQA1*05-DQB1*02 (DQ2) molecule to confer significant susceptibility to CD (80% CD-positive compared to 49% CD-negative diabetic children; OR=4.1, CI 95% 1.1-15). Our results thus suggest that diabetic children are significantly heterogeneous with respect to CD risk. The findings may have implications in planning the CD screening strategies.

· Identifying children with the highest-risk diabetes genotype is necessary for creating a newborn cohort to study early environmental factors in insulitis etiology. We developed a rapid high-throughput method to screen for the HLA-DRB1*0401-DQA1*03-DQB1*0302 / DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 genotype. The second exons of DQA1 and DQB1 were co-amplified and simultaneously hybridized to a set of seven probes immobilized on a microtitre plate using identical hybridization conditions. The signal was detected colorimetrically, and read by an automated plate reader. Similarly, the DRB1*04 subtyping was done on six different probes. In a pilot study utilizing over a thousand stored serum samples, we demonstrated feasibility of this general population genetic screening method using serum as the source of DNA.

In conclusion, the present studies underline the extensive heterogeneity of Type 1 DM genetic susceptibility and confer more data on some still controversial points, as are DM associations of the DRB1*04 subtypes, or CTLA4 polymorphisms.

OBECNÁ ČÁST

Patogeneze diabetes mellitus I. typu

Diabetes mellitus 1. typu (dříve též inzulín dependentní diabetes mellitus, IDDM) vzniká následkem destrukce (-buněk Langerhansových ostrůvků autoimunním zánětem, inzulitídou (Atkinson and Eisenbarth 2001). Je charakterizován absolutním deficitem inzulínu, náhlou manifestací se závažnými symptomy, sklonem ke ketóze a celoživotní závislostí na exogenním inzulínu (WHO definice z roku 1994). 

Autoimunní inzulitída způsobující destrukci (-buněk ostrůvků začíná zpravidla měsíce až léta před manifestací diabetu. Není známo, co autoimunní inzulitídu spouští - její iniciace je komplexní proces, na němž mají podíl genetické vlivy i vlivy prostředí. Inzulitída postupně ničí (-buňky a snižuje jejich celkovou masu. K manifestaci diabetu dochází pak v okamžiku, kdy zbývající (-buňky nejsou schopny funkčně dostát nárokům organizmu. U dětí je to obvykle tehdy, kdy celková masa (-buněk poklesne pod 10-15% původního množství. Proces postupné destrukce (-buněk lze sledovat imunologickými a funkčními testy - je doprovázen autoprotilátkami jako markery destrukce a v pozdějších stadiích je porušena též glukózová tolerance. Průběh autoimunní inzulitídy je přiblížen na obrázku 1. 

Obrázek 1. Průběh autoimunní inzulitídy. FPIR, first phase insulin response, první fáze inzulínové odpovědi v intravenózním glukózovém tolerančním testu. IGT, impaired glucose tolerance, porušená glukózová tolerance v orálním glukózovém tolerančním testu.
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Autoimunní inzulitída je tkáňově specifický autoimunní proces. Jak je známo z myšího modelu (NOD, non-obese diabetic mice, standardní animální model autoimunního diabetu), tento proces je dokonce buněčně specifický: iniciální stádia inzulitídy ničí zejména beta buňky, zatímco ostatní buněčné komponenty Langerhansových ostrůvků zůstávají zachovány - nejsou ničeny vůbec nebo až v pozdějších stádiích inzulitídy. Ačkoli inzulitída je doprovázena autoprotilátkami proti četným složkám beta buněk, není zatím k dispozici žádný důkaz o tom, že by se autoprotilátky chovaly destruktivně nebo se přímo podílely na patogenezi inzulitídy. Destrukce beta buněk je způsobena útokem CD8-pozitivních cytotoxických T lymfocytů, který je řízen CD4 pozitivními pomocnými (helper) T lymfocyty (Wang, Pontesilli et al. 1991), přičemž protilátková imunita a B lymfocyty nejsou - alespoň u NOD myši - potřebné (Bendelac, Boitard et al. 1988). CD4 pozitivní T-helper lymfocyty (Th) se dělí do dvou hlavních podskupin: Th1 secernující INF-γ, TNF-βa IL-2 (jsou hlavně účastny na buněčné imunitě), a Th2 lymfocyty secernující IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 (ty se účastní na humorální odpovědi). Je zřejmé, že Th1 způsobují intrainzulární destruktivní inzulitídu, zatímco Th2 mohou svým odlišným cytokinovým profilem destruktivní inzulitídu zpomalovat či blokovat (Healey, Ozegbe et al. 1995; Katz, Benoist et al. 1995). Mechanismem destrukce beta buněk je patrně apoptóza, jakkoli je obtížné ji při pomalé a asynchronní progresi inzulitídy prokázat. 

Jakmile byla zčásti známa podstata efektorových mechanismů destruktivní inzulitídy, mnoho studií se zaměřilo na identifikaci autoantigenu či spíše autoantigenů, proti kterým je namířena T lymfocytární odpověď. Většina z nich se zaměřila na inzulín a jeho prekurzory, na enzym GAD (dekarboxylázu kyseliny glutamové), na protein IA-2 (ICA 512) a na fogrin (IA-2b). Odhalení primárního autoantigenu by skýtalo možnosti zejména pro ustavení specifické tolerance a tím pro prevenci diabetu. 

· Inzulín je protein zcela specifický pro beta buňku. Tím je zákonitě kandidátem jako primární cíl inzulitídy. Ze zvířecích modelů je známo, že podávání i metabolicky inaktivních derivátů inzulínu vede k oddálení diabetu - u NOD myši funguje protektivně podávání inzulínu či fragmentu 9-23 jeho beta řetězce, a to jak orálně (Zhang, Davidson et al. 1991), tak subkutánně či intranazálně (Daniel and Wegman 1996). 

· GAD je u člověka přítomna hlavně v mozku a pankreatu. Její fyziologická úloha v pankreatu je nejasná, v patogenezi inzulitídy u NOD myši však hraje patrně zásadní roli. Je známo, že podávání GAD65 u NOD myší je schopno oddálit nástup diabetu (Elliott, Qin et al. 1994) a nedávná studie prokázala, že transgenní NOD myši, u nichž byla znemožněna exprese GAD65 specificky v beta-buňkách, jsou chráněny před diabetem (Yoon et al. 1999).

· Tyrozinfosfatáza IA-2 a fogrin (IA-2b) nejsou prozkoumány tak dobře jako inzulín či GAD. Je nicméně zřejmé, že existují T buněčné klony specificky rozeznávající alespoň jeden ze zmíněných autoantigenů (Kelemen, Crawford et al. 1999). 

Jak destruktivní Th1 mediovaná inzulitída, tak nedestruktivní Th2 mediovaná inzulitída jsou provázeny spektrem autoprotilátek jako neocenitelnými markery procesu. Problematika autoprotilátek proti molekulárně definovaným autoantigenům je šířeji diskutována v naší publikaci 6 (příloha; Cinek et al.: Autoprotilátky proti GAD65, IA2 a inzulínu u českých dětí při manifestaci diabetu 1. typu. Časopis lékařů českých, 2000, 139 (19), 598-602).

Epidemiologie DM 1.typu

Incidence DM 1. typu se extrémně liší mezi jednotlivými populacemi (Green, Gale et al. 1992; Karvonen, Tuomilehto et al. 1993). Evropa je místem, kde jsou tyto rozdíly vyjádřeny nejvíce - od Makedonie s roční incidencí nových případů u dětí do patnácti let 2,45 / 100 000 / rok (1985-1991; (Kocova, Konstantinova et al. 1997)), až po Finsko, kde již incidence překročila 40 / 100 000 / rok (Tuomilehto, Karvonen et al. 1999). První mezinárodní publikace o incidenci DM 1. typu v české populaci je součástí této práce (publikace 3; Cinek et al.: Type 1 diabetes mellitus in Czech children diagnosed in 1990-1997: a significant increase in incidence, and male predominance in the age group 0-4. Diabetic Medicine, 2000, 17(1): 64-69).

Mapování incidence v místě a čase pomáhá předpovídat její další vývoj a objasňuje příčiny diabetu na populační úrovni. Není známo, do jaké míry je možno přičíst rozdíly mezi populacemi na vrub genetickým rozdílům či rozdílům v expozici vlivům prostředí. Incidence diabetu v posledních letech celoevropsky stoupá (EURODIAB, 2000). Z Norska je známo, že před více než třiceti lety tento trend byl nesrovnatelně pomalejší či chyběl (Joner and Sovik 1989; Joner and Sovik 1991); z ostatních evropských zemí údaje z tohoto období chybí. Vzestup incidence diabetu v poslední dekádě napovídá, že jsme svědky změny expozice dosud neodhalenému faktoru prostředí, či změny vzájemné interakce již působících expozic s téměř neměnným genofondem populace. V současnosti dochází navíc k nejvyššímu vzestupu incidence v nejmladších věkových kategoriích, takže pravděpodobně dojde časem k vyrovnání rozdílů věkově specifické incidence, tak jak se to již téměř stalo v oblastech s nejvyšším výskytem choroby (Tuomilehto, Karvonen et al. 1996; Tuomilehto, Karvonen et al. 1999).

V posledním desetiletí se ukázalo, že pro epidemiologický výzkum se stávají nezbytné poznatky molekulární genetiky. Epidemiologické analýzy začaly zohledňovat genetické faktory nejrůznějšího druhu. Molekulární epidemiologie neinfekčních chorob se stala novým oborem těžící z poznatků molekulární genetiky i epidemiologie. Zkoumá výskyt choroby a jeho příčiny v souvislosti s genetickými charakteristikami populace zjištěnými molekulárně-biologickými technikami. Diabetes 1. typu se stal modelem pro molekulární epidemiologii díky jeho do jisté míry výlučným vlastnostem: 1) diagnóza diabetu je založena na zcela objektivních kritériích, 2) neexistují (přeživší) nediagnostikované případy, 3) polovina či více případů se projeví v dětském věku, kdy jsou k dispozici rodiče (pro získání anamnestických dat i genetického materiálu), 4) případy se často hromadí v rodinách.

Dědičnost diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu je typicky multifaktoriální, polygenní choroba. Multifaktoriální proto, že v patogenezi se setkávají jak genetické, tak negenetické vlivy, které spolu složitým a dosud ne zcela jasným způsobem interagují (Dahlquist 1993). Polygenní je proto, že na vnímavosti (míře rizika) se podílí okolo 15 poznaných genů či genových komplexů a bezpochyby i další geny dosud neodhalené (Todd 1995; Todd and Farrall 1996; Esposito, Hill et al. 1998).

Dědičnost predispozic k DM 1. typu je nezpochybnitelná: konkordance mezi jednovaječnými dvojčaty se pohybuje v různých studiích od 23% do 53% (Kaprio, Tuomilehto et al. 1992; Kyvik, Green et al. 1995), zatímco u dizygotních dvojčat je to od 2,5% do 11%. Míra clusteringu (hromadění) choroby u sourozenců ((S) jasně ukazuje na významný genetický podíl choroby. U DM 1. typu je (S přibližně 15 (Risch 1987): vypočítáme ji jako podíl prevalence u sourozenců diabetických dětí (6%) proti obecné populaci (0,4%). Genetické riziko u příbuzných diabetického probanda souvisí s počtem alel sdílených s tímto probandem: nejvyšší riziko mají monozygotní dvojčata (sdílející vždy 100% alel), nižší je pozorováno u dětí probanda (50 % alel) nebo u sourozenců probanda (průměrně 50% alel). S rostoucí vzdáleností diabetického probanda v rodokmenu strmě klesá i riziko diabetu. Na základě pozorování rizik byl navržen model, kde diabetes je vázán na jeden hlavní lokus s několika lokusy menšího významu, které působí epistaticky (Risch 1990). 

Diabetes 1. typu patří mezi polygenní choroby s prahovým efektem, mezi dichotomické, diskontinuální znaky: pacient diabetes buďto má, nebo nemá, diagnóza je určena glykemickými kritérii. Škála genetického rizika DM je však kontinuální a rozložení míry tohoto rizika v populaci pravděpodobně sleduje Gaussovu křivku. K tomu přistupuje navíc variabilita prostředí, u nějž lze předpokládat podobné gaussovské rozložení míry rizika nebo protektivity. Vzájemnou kombinací vlivů genetických a vlivů prostředí je určeno, zda bude překročen práh, za nímž započne autoimunní inzulitída vedoucí dosud neodvratně k DM 1. typu.

Hledání genů se vztahem k DM 1. typu

Konečným cílem hledání genetických faktorů DM 1. typu je identifikovat variantu v kódující nebo regulační oblasti určitého genu, která je zodpovědná za modifikaci rizika choroby. U monogenních chorob má toto poziční klonování konečný výsledek - nalezení konkrétního genu a konkrétní množiny mutací segregujících s chorobou. U multifaktoriálních onemocnění tomu tak není, protože zde jednoduše neexistuje žádný gen výhradně za chorobu zodpovědný, pro vznik choroby nezbytný a postačující. U polygenních onemocnění tedy nedává takováto analýza nikdy konečné odpovědi na otázku, kde je příslušný etiologický gen, protože i v přítomnosti nejrizikovější alely daného genu diabetes vzniknout nemusí - není zde žádný analog kompletní penetrance.

K mapování diabetogenních genů se používají dva přístupy: vazebná analýza (linkage analysis) a asociační studie (mapování pomocí vazebné nerovnováhy). 

Vazebná analýza hledá, který chromozomální úsek segreguje s danou chorobou v rodinách, tedy který chromozomální úsek je s danou chorobou přenášen. Na rozdíl od monogenních chorob, kde se provádí parametrická vazebná analýza (která předpokládá určitý model dědičnosti choroby, penetranci, frekvence alel a další parametry), u polygenních chorob se používá neparametrická analýza, nevyžadující předchozí znalost žádného z parametrů. Provádí se u souboru rodin s více než jedním diabetickým dítětem: u diabetických sourozeneckých párů se zjišťuje, zda pro určitý marker sdílejí alely identické původem častěji, než by odpovídalo náhodě. U sourozenců se očekává, že budou sdílet 0, 1 nebo oba parentální haplotypy (skupiny alel dvou či více genů dědící se společně díky fyzické blízkosti na chomozómu) s pravděpodobností 1/4, 1/2 a 1/4, pokud mezi markerem a chorobou není vazba. Vazba se zpravidla testuje pro cca 300-400 mikrosatelitových markerů v souboru několika stovek rodin s diabetickými sourozenci. Vazba se statisticky kvantifikuje pomocí lod score, což je dekadický logaritmus poměru pravděpodobností dvou modelů: modelu s vazbou a modelu s nezávislou segregací. Lander a Kruglyak (Lander and Kruglyak 1995) stanovili kritéria, podle nichž se kategorizují výsledky scanování genomu - od naznačené vazby (LOD score 2.2-3.5) přes signifikantní vazbu (LOD score 3.6-5.3), vysoce signifikantní vazbu (LOD score 5.4 a více), až po potvrzenou vazbu (signifikantní vazba v jedné studii, potvrzená dalším nezávislým vzorkem). Pomocí vazebné nebo asociační analýzy bylo navrženo okolo patnácti lokusů vykazujících vazbu nebo nezpochybněnou asociaci s DM 1. typu (Davies, Kawaguchi et al. 1994; Todd 1995; Luo, Buzzetti et al. 1996; Owerbach and Gabbay 1996; Todd and Farrall 1996). Tyto lokusy se označují zkratkou IDDM následovanou pořadovým číslem; například IDDM1 je HLA komplex, IDDM2 inzulínový gen, IDDM 7 je lokus na chromozómu 2q blízko markeru D2S326 atd, viz kapitola DM 1. typu a non-HLA geny, strana 36. Problémem vazebných studií u DM 1. typu je nedostatečné LOD score pro většinu z uvedených lokusů a velmi špatná reproducibilita mezi jednotlivými studiemi (Cox, Wapelhorst et al. 2001).

Vazebná analýza je schopna odhalit vazbu v segmentu cca 20 Mb (pro srovnání, HLA je 4 Mb dlouhý komplex). Vazebná analýza je tedy velmi robustní metoda, nicméně její rozlišovací schopnost je omezena. U diabetu se proto po hrubší lokalizaci lokusu používá k hledání etiologického polymorfismu asociační analýza (mapování pomocí vazebné nerovnováhy). Metoda je mnohem citlivější a má vyšší rozlišovací schopnost, nicméně je náchylná k falešné pozitivitě, jak je diskutováno v další kapitole.

Studium genetické asociace diabetu 1. typu

Vazebnou analýzou se dají v genomu přibližně lokalizovat místa vázaná s chorobou, neposkytuje však informaci o tom, které alely etiologického genu jsou rizikové a které ochranné, ani informaci o velikosti tohoto rizika. K získání těchto informací se používá analýza genetické asociace.  

Co je to genetická asociace a jak vzniká

Genetická asociace je situace, kdy se určitá alela genu vyskytuje u osob s chorobou častěji (či méně často), než by odpovídalo náhodě. Tento statistický fenomén může vznikat několika různými způsoby, nejen přímou biologickou rolí alely v patogenezi choroby. Asociace a vazba jsou dva rozdílné fenomény: vazba je vztah mezi geny, asociace je vztah mezi alelami; vazba se projevuje v rodokmenech, kdežto asociace na populační úrovni. 

1) Asociovaná alela může být přímo zodpovědná za chorobu (čili se nejedná o marker, ale o etiologickou mutaci či polymorfismus). Takováto asociace se označuje jako kauzální.

2) Asociovaná alelická varianta může být ve vazebné nerovnováze s etiologickou alelou. To je obzvláště důležité v HLA, kde jsou ustaveny velmi konzervované vazebné nerovnováhy v jednotlivých haplotypech a mnohdy jedinou šancí k odlišení primárního polymorfismu je opakování studií v různých etnicích s různými vazebnými skupinami.

3) Asociace může být i artefakt vzniklý smísením populací.  Správně musí být vyšetřovaná populace homogenní. Pokud homogenní není, ale vznikla smísením dvou různých populací, můžeme dojít k falešným závěrům: když je sledovaná choroba přítomna častěji v jedné než v druhé populaci a současně je v prvé populaci častěji přítomen nějaký marker, může být falešně usuzováno na genetickou asociaci. Příkladem budiž "asociace" schopnosti jíst čínskými hůlkami s HLA-A2, kterou lze snadno nalézt v oblasti San Francisco, pokud je zanedbána přítomnost čínské menšiny a populace je brána jako homogenní (Lander and Schork 1994).

4) Zjištěná asociace je náhoda. S eliminací takovýchto náhod souvisí otázka statistických korekcí na počet provedených testů. Pokud testujeme multialelický systém jako HLA, musíme korigovat hladinu statistické významnosti korekcí na počet testů (např. dle Bonferroniho (Bland 1995)). Arbitrární hranice statistické signifikance P=0,05 je určena pro jeden test. Pokud testujeme tentýž soubor opakovaně n-krát, pokaždé se signifikancí danou na hladině P, pravděpodobnost R, že alespoň jeden test bude pozitivní, je R = 1 - (1-P)n. Pro malá čísla je R přibližně n x P. Pro vícenásobné testování pak musí být R (korigovaná hodnota) menší než zvolená hladina významnosti (např. 0,05), aby byla nulová hypotéza zamítnuta. Zpravidla se jako počet testů bere počet různých alel či genotypů nalezených na každém lokusu, ačkoli tento přístup může zvláště v oblasti HLA někdy vést k "překorigování" a snížení citlivosti testu.

Jak zjistit genetickou asociaci

Genetická asociace se v humánních studiích zkoumá dvěma rozdílnými způsoby: a) populačními studiemi případů a kontrol, b) transmission-disequilibrium testem, testem s rodinnými kontrolami.

a) Studie případů a kontrol. Z výchozí populace jsou vybrány reprezentativní vzorky případů diabetu a nediabetických kontrol, je stanoven jejich genotyp a srovnává se výskyt daných alel u případů proti výskytu u kontrol. Statistické testování se provádí buď chí kvadrát testem s Yatesovou kontinuitní korekcí nebo Fischerovým čítacím testem. Metodika studií případů a kontrol je relativně jednoduchá, je velmi citlivá, nicméně je náchylná k artefaktům z populační struktury (smísení populací). Pro správné provedení studie je proto zcela zásadní, aby jak soubor případů, tak soubor kontrol byly reprezentativní pro cílovou populaci a aby tato populace byla homogenní. 

b) Transmission disequilibrium test (TDT) byl poprvé v diabetologii použit ve výzkumu inzulínového genu (Spielman, McGinnis et al. 1993). Zjednodušeně, kontroly jsou virtuální, získané z haplotypů, které nebyly přeneseny od rodičů na diabetického potomka. Metodika je odolná proti nehomogenitě populace (kontroly jsou generovány z téže rodiny jako případ) a umožňuje také jasné přiřazení haplotypů, nicméně vyžaduje sběr a typizaci většího souboru než klasický case-control přístup: k jednomu případu jsou zde typizováni i jeho rodiče, tedy dvě osoby. Metoda TDT nebyla v našich studiích genetické asociace diabetu používána. 

Jak kvantifikovat genetickou asociaci

V case-control studiích nelze ke kvantifikaci asociace použít veličinu relativního rizika; ta je vyhražena pro kohortové studie, protože je závislá na výskytu choroby. Aproximací relativního rizika je v case-control studiích veličina nazvaná poměr šancí (odds ratio, OR). Šance nějakého jevu je podíl pravděpodobnosti, že se jev stane, proti pravděpodobnosti, že se nestane (zatímco pravděpodobnost padnutí šestky na kostce je 1/6, šance padnutí šestky na kostce je 1/5). 

Poměr šancí se vypočítá jako podíl šance, že jedinec s nemocí nese danou alelu (popř. genotyp, molekulu) proti šanci, že zdravý jedinec nese danou alelu (popř. genotyp, molekulu). Z níže uvedené tabulky pak OR = ad / bc. Pokud některé z políček tabulky je rovno nule, tedy daný faktor není přítomen u žádného z jedinců, používá se tzv. Haldanova korekce vzorce: OR=(a+1)(d+1)/(b+1)(c+1).

	
	případy (nemocní)
	kontroly (zdraví)

	nese danou alelu
	a
	b

	nenese danou alelu
	c
	d

	celkem
	a+c
	b+d


OR je roven jedné, pokud není přítomna žádná asociace, menší než jedna, pokud je genetický faktor protektivní, a větší než jedna, pokud je rizikový. 

Interval spolehlivosti (CI, confidence interval) pro skutečný OR se vypočítá podle Woolfova vzorce (Bland 1995). Pokud interval spolehlivosti zahrnuje jedničku, nelze na dané hladině významnosti zamítnout hypotézu, že nález asociace byl náhodný a že v populaci není asociace přítomna. Pokud interval spolehlivosti jedničku nezahrnuje, asociaci považujeme za statisticky signifikantní.

Proč jsou asociační studie opakovány nezávisle v různých populacích

Asociační studie jsou velmi citlivé a poměrně náchylné ke vzniku falešně pozitivních výsledků. Molekulární  epidemiolog se ptá, která alela kterého genu je s chorobou asociována a jak je silná tato asociace. Při jeho vyšetřování je jednotkou populace, ze které se vybírají případy a kontroly. Opakování či rozšiřování dobře provedené studie v téže populaci nemá smysl, tím se pouze upřesňují odhady parametrů rizika, ale není přinášena žádná nová informace. Naopak replikace těchtýž studií v různých populacích, nejlépe značně odlišných svými genetickými charakteristikami, je přínosná. Důvody jsou nasnadě. 

a) Alely různých genů jsou spolu často ve vazebné nerovnováze a dědí se spolu v haplotypu. Tak je tomu třeba u HLA II. třídy. Odlišení, která z alel haplotypu je v jedné populaci primárním etiologickým faktorem, je obtížné a často nemožné. Proto se provádějí nezávislá opakování studie v různých populacích (nejlépe v různých etnicích), které se navzájem liší vazebnou nerovnováhou mezi jednotlivými alelami. Tak je možné odhalit, která z alel je konzistentně děděna v rizikových haplotypech a pro které alely byla asociace pouze sekundární.  

b) Asociace může být výsledkem statistického artefaktu, ať již náhodného, nebo z mísení populací. Opakování studií pomůže vyloučit takto nesprávně zhodnocené asociace. 

c) Molekulární epidemiologie studuje patogenezi DM 1. typu na populační úrovni. Data z různých populací umožní například porovnání výše incidence diabetu s frekvencemi rizikových alel v různých obecných populacích. Tak byla zjištěna závislost incidence diabetu na prevalenci rizikového HLA genotypu (HLA-DQB1*0302 / DQB1*02) v obecné populaci (obrázek 7, kapitola Význam studia HLA asociace DM 1. typu).

d) Genetická predikce diabetu je založena na odhadu rizika přinášeného HLA. Vzhledem k tomu, že je v každé populaci riziko přinášené jednotlivými alelami, haplotypy a genotypy odlišné, je nezbytné před zahájením jakýchkoli projektů predikce diabetu znát konkrétní úrovně rizika pro danou populaci. 

Hlavní histokompatibilitní systém (HLA)

Míra rizika DM 1. typu je determinována polygenně, ale je zřejmé, že jeden z genových komplexů, HLA (hlavní histokompatibilitní systém člověka), hraje hlavní roli s podílem přibližně 50% (Risch 1989). Podíl HLA na genetické etiologii diabetu byl odhadnut z podílu na familiárním clusteringu v rodinách s více než jedním diabetickým dítětem. Jedním z důkazů pro vednoucí roli HLA budiž, že riziko diabetu u HLA-identického sourozence diabetického dítěte je 12,9 %, zatímco u HLA haploidentického je to 4,7 % a u neidentického pouze 1,8 % (Thomson, Robinson et al. 1988). V lidském genomu neexistuje žádná jiná oblast s tak velkým vlivem na riziko DM 1. typu, jako má HLA. Svým podílem se mu vzdáleně blíží pouze gen inzulínový (cca 10% rizika) a gen kódující molekulu CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte activator-4).

Hlavní histokompatibilitní komplex (MHC, major histocompatibility complex; u lidí HLA, human leukocyte antigens) byl popsán jako soubor genů, jejichž produkty jsou klíčové pro histokompatibilitu, tedy schopnost transplantátu přihojit se v organizmu jiného jedince. Později se termín rozšířil a nyní označuje celou genovou oblast, včetně genů s imunitou spjatými pouze vzdáleně nebo vůbec ne.

Struktura HLA molekul

HLA molekuly jsou specializované receptory na buněčných membránách, které váží fragmenty peptidových antigenů a prezentují je T lymfocytům, které je rozpoznávají pomocí vazby se svými TCR receptorů. Z hlediska funkce, výskytu a syntézy se molekuly HLA dělí na dvě třídy, první a druhou. HLA molekuly I. třídy se skládají z (-řetězce (mol. hm. 44 kD) zakotveného v buněčné membráně a z nekovalentně vázaného (2-mikroglobulinu (12 kD), který v buněčné membráně zakotven není. Řetězec ( má tři extracelulární domény: (1 a (2 domény tvoří spolu místo vážící antigen. Na doméně (3 se nalézá vazebné místo pro molekulu CD8. HLA molekuly II. třídy se skládají z nekovalentně vázaných řetězců ( (34 kD) a ( (29 kD), obou zakotvených v buněčné membráně a majících dvě extracelulární domény. Domény (1 a (1 spolu tvoří vazebné místo pro antigen. Na doméně (2 se nalézá místo pro vazbu molekuly CD4. Struktura molekuly II. třídy je schematicky znázorněna na obrázku 2.

Obrázek 2. Schematický nákres struktury HLA molekuly II. třídy. Jsou zachyceny domény molekuly společně s úseky odpovídající jednotlivým exonům (odděleny šipkami). 
[image: image5.png]Fig 1: The MHC and flanking regions
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Krystalografické studie ukázaly, že struktura vazebného místa HLA I. a II. třídy je velmi podobná: vazebné místo pro antigen se dá přirovnat ke žlábku ze dvou (-helixů po stranách a osmi pruhů (-skládaného listu tvořících dno (obrázek 3). Tato struktura je tvořena (1 a (2 doménou u HLA I. třídy, nebo (1 a (1 doménami u HLA II. třídy. Vazebné místo, žlábek (antigen binding groove), je u HLA I. na koncích uzavřenější než u HLA II. třídy, které tak mohou prezentovat delší peptidové fragmenty. Po stranách žlábku nebo na jeho dně je také většina aminokyselin, jimiž se jednotlivé alely HLA řetězců liší - to má přímé funkční důsledky pro míru afinity dané HLA molekuly k různým antigenům. Vzhledem k tomu, že rozdílné alelické formy téhož řetězce se liší ve spektru peptidů, které s dostatečnou afinitou vážou, množina fragmentů prezentovaných po rozštěpení téhož proteinu se může podstatně lišit mezi HLA neidentickými jedinci.

Obrázek 3. Pohled na vazebné místo HLA I. třídy shora. 
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Funkce HLA molekul

Jakkoli je funkce HLA molekul v histokompatibilitě nejdůležitější z klinického hlediska, je to pouze vedlejší důsledek jejich primární funkce - prezentace antigenu. Molekuly HLA I. třídy prezentují peptidy zejména intracelulárního původu, a to CD8 (cytotoxickým) T lymfocytům. Peptidy degradované v buněčné cytoplazmě enzymovým komplexem proteazómu (jenž likviduje peptidy poškozené, špatně lokalizované, či z jiného důvodu určené k destrukci) jsou transportovány aktivním přenašečem (molekulami TAP, transporter associated protein) dovnitř granulárního endoplazmatického retikula. Tam jsou navázány na HLA molekulu I. třídy a následně přeneseny na buněčný povrch. HLA antigeny I. třídy s prezentovanými peptidy jsou exprimovány na všech jaderných buňkách. Úroveň exprese je závislá do jisté míry na druhu tkáně a buněk a též na druhu HLA molekuly: HLA-C molekuly jsou obecně přítomny v denzitě o řád až dva nižší než HLA-A či -B. 

Mimo těchto "klasických" HLA-A, -B a -C molekul patří mezi molekuly HLA I. třídy i "neklasické" HLA-E, -F a -G. HLA-G je exprimováno na trofoblastu místo "klasických" HLA-A, -B a -C, čímž pravděpodobně hraje roli v ustavení imunologické tolerance matky k plodu; HLA-E je patrně hlavním ligandem pro NK buňky, ale dosud není známa ani jeho exprese, ani míra jeho polymorfismu. Existuje pouze jedna studie ukazující jeho možnou asociaci s DM 1. typu (Hodgkinson, Millward et al. 2000); zatím se ovšem zdá pravděpodobné, že tato zpráva o genetické asociaci byla výsledkem nedokonalé typizační techniky.

Molekuly HLA II. třídy prezentují peptidy CD4 pozitivním T lymfocytům. Prezentují peptidy, které se dostaly do endocytických váčků buňky pomocí fagocytózy, receptory zprostředkované endocytózy či nespecificky pinocytózou; jedná se tedy o proteiny původu extracelulárního a membránového. Jsou degradovány v endozómech pomocí kyselého pH a proteolytických enzymů. Sem jsou také transportovány molekuly HLA II. třídy s navázaným protektivním invariantním řetězcem, který je pomocí HLA-DM molekuly zaměněn za peptidový fragment extracelulárního či membránového původu. Následně jsou HLA molekuly s prezentovaným peptidem přemístěny na buněčný povrch. HLA II. třídy jsou konstitutivně exprimovány pouze na profesionálních antigen prezentujících buňkách, tedy na makrofázích, dendritických buňkách a B-lymfocytech; jejich exprese může však být indukována i na jiných buňkách, jako jsou např. aktivované T lymfocyty. Exprese HLA-DR molekuly je obecně asi o řád vyšší než HLA-DQ, která má zase o řád vyšší expresi než HLA-DP.

Tabulka 1. Stručná charakteristika hlavních rysů HLA molekul I. a II. třídy. 

	
	HLA I. třídy
	HLA II. třídy

	Molekuly
	HLA-A, -B, -C, (-E, -F, -G)
	HLA-DR, -DQ, -DP

	Struktura
	polymorfní (-řetězec (3 domény) a nekovalentně vázaný (2 -mikroglobulin
	(- a (-řetězce, oba po 2 doménách

	Výskyt
	všechny buňky mimo erytrocytů, některých neuronů a zralého trofoblastu
	makrofágy, dendritické buňky a B lymfocyty

	Zdroj prezentovaných antigenů
	intracelulární antigeny, cytoplazmické proteiny (vlastní, virů, některých intracelulárních parazitů) 
	fagocytované a endocytované extracelulární a membránové proteiny (vlastní i cizí)

	Cesta prezentace proteinů
	degradace na proteazómech a vazba v granulárním endoplazmatickém retikulu
	degradace v lysosomech a vazba na HLA v endocytických váčcích

	Délka prezentovaného fragmentu
	okolo 8-10 aminokyselin
	od 10 do 30 aminokyselin

	Prezentace T buňkám
	CD8 pozitivním (zejména cytotoxickým)
	CD4 pozitivním (zejména pomocným)


Nomenklatura HLA

Nomenklatura HLA je poměrně komplikovaná, což má zejména historické důvody - typizační techniky se během let s poznáním nových metod měnily, každá z nich přinášela novou informaci a současně byly objevovány nové alely či celé lokusy. 

Geny a jejich alely se označují jménem svého lokusu následovaného hvězdičkou a čtyřmi číslicemi: prvé dvě odpovídají (většinou) serologické specificitě příslušného genového produktu, zatímco další dvě určují podtyp. Kupříkladu DRB1(0402 označuje jednu z alel lokusu DRB1 serologicky reagujících jako DR4. Číselný kód může být i pětimístný, pak se jedná o tentýž peptidový řetězec a poslední číslo označuje variantu silentní (tiché) mutace nemající vliv na sekvenci aminokyselin. Pokud není znám příslušný subtyp, používají se pouze první dvě číslice (např. DQB1(02).

Názvosloví molekul, tedy genových produktů je založeno na názvosloví alel kódujících příslušné řetězce. Molekuly mají být označovány názvem a v závorce uvedenou specifikací řetězců označeného řeckými písmeny. Příkladem budiž DQ((1(05, (1*02) nebo DR((, (1(0402) - v případě DR odráží nomenklatura přítomnost monomorfního ( řetězce. V poslední době je zejména v medicínské literatuře často užívána genetická nomenklatura, tedy molekuly se označují stejně jako alely, jimiž jsou kódovány.

Serologická nomenklatura vychází z názvu příslušného lokusu následovaného číslem: např. DR4. Serologicky může být však rozlišena jen menší část variant molekul, takže kupř. serologická specificita DR4 zahrnuje okolo 20 sekvenčních variant molekuly DRB1, které mohou být dále rozlišeny geneticky. Nomenklatura založená na T-buněčných specificitách (Dw pro DQ a DR, DPw pro DP) není dnes aktuální, protože typizace pomocí homozygotních lymfocytárních linií byla plně nahrazena genetickými metodami.

Molekulární genetika HLA

Oblast kódující HLA molekuly se nachází na krátkém raménku 6. chromozómu (6p21.3). Definice jejího rozsahu není dodnes ujednocena: obsahuje přibližně 3,6 Mbp, což je něco přes 1% lidského genomu. Je zde 224 charakterizovaných genů, z nichž 128 je pravděpodobně exprimováno (The MHC sequencing consortium, 1999). Asi 40% genů nalezených v této velmi hustě zaplněné oblasti má vztah k imunitnímu systému, zejména k prezentaci antigenů. Evolučně se toto nahromadění jeví účelně a není pravděpodobné, že by bylo náhodné - jedním z vysvětlení může být fakt, že velká část genů je inducibilní interferonem (. 

Mapa HLA je na obrázku 4 (strana 25). Komplex HLA je rozdělen do 3 částí. HLA I. třídy (zejména geny HLA-A,   -B a -C) leží telomericky, HLA II. třídy (HLA-DR, -DQ a -DP) na centromerickém konci komplexu a mezi nimi leží soubor genů různé funkce nepřesně shrnovaných pod pojem HLA III. třídy.

HLA I. třídy obsahuje geny kódující (-řetězce klasických HLA-A, -B a -C i neklasických HLA-E, -F a -G ((2-mikroglobulin je kódován mimo HLA, nepolymorfním genem na 15. chromozómu). Mimo to obsahuje ještě cca 40 dalších genů, z nichž většina dosud není charakterizována. 

HLA II. třídy obsahuje geny kódující (- i (-řetězce molekul HLA-DR, -DQ a -DP, z nichž geny pro HLA molekuly DQ a DR jsou zásadní pro výši rizika DM 1. typu. Geny pro příslušné (-řetězce jsou umístěny v bezprostřední blízkosti svých odpovídajících genů pro (-řetězce. Všechny tři molekuly mají jen jeden gen pro (-řetězec, v případě DP a DQ polymorfní, v případě DR bez signifikantního polymorfismu; (-řetězec je vždy polymorfní. Gen pro (-řetězec je v případě DQ a DP jeden, v případě DRB je počet genů pro (-řetězec závislý na haplotypu: DRB1 je přítomen vždy, u některých haplotypů je přítomen i gen druhý (DRB3, DRB4 nebo DRB5), kódující další druh (-řetězce, jenž je na povrchu buněk také přítomen, ale zpravidla v nižším množství než genový produkt DRB1. 

Mimo exprimovaných genů pro HLA molekuly II. třídy se v oblasti nalézají též jejich neexprimované analogy, pseudogeny. HLA-DQ a -DP má jeden pseudogenový pár (DQA2 a DQB2, DPA2, DPB2), počet pseudogenů v oblasti DRB opět závisí na haplotypu. Tyto pseudogeny mají praktický význam v genotypizaci HLA, protože sdílejí některé sekvence s exprimovanými geny a mohou být zdrojem falešných výsledků při špatném designu testu.

V oblasti HLA II. třídy jsou dva další páry genů pro HLA molekuly. HLA-DNA a DOB spolu (přes svou názvoslovnou odlišnost a značnou fyzickou vzdálenost) patrně tvoří pár, ale žádný jejich genový produkt dosud nebyl identifikován - na to, že patří k sobě, bylo usouzeno z myších analog. Dále jsou zde geny pro molekuly HLA-DMA a -DMB, které jsou strukturně podobné ostatním molekulám HLA II. třídy, až na svou vyšší rigiditu danou vyšším počtem intramolekulárních disulfidických můstků. DM molekuly se nenalézají na povrchu buněk a ani nemají vazebné místo pro CD4. Jsou exprimovány v intracelulárních vezikulech, kde napomáhají přenosu peptidových fragmentů na HLA molekuly II. třídy. Patrně v prelysosomech katalyzují výměnu CLIP (class II-associated Ii peptide, fragmentu zbylého po rozštěpení invariantního řetězce lysosomálními proteázami) za prezentovaný peptid. 

V oblasti mezi DMB a DQB1 se nalézají čtyři geny mající úzkou souvislost s přípravou antigenu pro prezentaci: TAP1 a TAP2 (transporter associated with antigen processing), LMP2 a LMP7 (low molecular weight proteasome). Genové produkty TAP1 a TAP2 slouží jako ATP-dependentní transportér peptidů z cytoplazmy do GER (granulárního endoplazmatického retikula), kde jsou tyto peptidy navázány na HLA molekuly I. třídy. LMP2 a LMP7 jsou podjednotkami proteazómu, kde nahrazují jiné podjednotky a tím modifikují proteolytickou aktivitu proteazómu ve prospěch fragmentů lépe se vážících na HLA I. třídy. Geny TAP2, LMP2 a LMP7 jsou polymorfní (takže by teoreticky jejich polymorfismy mohly ovlivňovat repertoár peptidů prezentovaných na HLA), avšak asociace těchto polymorfismů s DM 1. typu je pouze sekundární, díky vazebné nerovnováze s HLA II. třídy (Ronningen, Undlien et al. 1993; Undlien, Akselsen et al. 1997).

HLA III. třídy je rozsáhlá genová oblast ležící mezi HLA I. a II. třídy. Obsahuje geny, které mají imunologickou funkci, ale nepodílejí se na prezentaci antigenu (složky komplementu C2, C4, faktor B), geny pro TNF (tumor necrosis factor), pro heat shock protein HSP 70. V oblasti jsou i další geny bez funkce v imunitním systému (CYP21, nadledvinná steroid 21-hydroxyláza) a podstatný počet pseudogenů i genů, které sice jsou exprimovány, ale není známa jejich funkce. 

Obrázek 4. Mapa oblasti HLA. 

(D. Rhodes, J. Trowsdale, http://www.path.cam.ac.uk/immuno/mhc/mhc.html)
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Polymorfismus HLA

Polymorfismus je takový druh alelické sekvenční variace, kdy se alespoň jedna sekvenční varianta vyskytuje s populační prevalencí vyšší než 1%. HLA systém je nejpolymorfnější známou oblastí lidského genomu: v listopadu 2001 bylo známo 229 HLA-A, 464 HLA-B, 111 HLA-C, 298 HLA-DRB1, 22 HLA-DQA1, 48 HLA-DQB1, 20 HLA-DPA1 a 96 HLA-DPB1 alel (http:// www.anthonynolan.com/ HIG/). V jednotlivé populaci se nevyskytují všechny tyto alely, kupř. pro lokus DRB1 bývá přítomno 20-30 různých alel. Přesto je míra polymorfismu mimořádná a má dalekosáhlé praktické důsledky pro transplantační medicínu, epidemiologii, antropologii a soudní lékařství.

Mimo popisované mnohotné alelie (vysokého počtu alel genu) je polymorfismus HLA charakteristický ještě dalšími jedinečnými rysy. Jedním z nich je neobvykle vysoká genetická vzdálenost mezi jednotlivými alelami HLA genů. Alely se zřídka liší jen v jednom nukleotidu, naopak nejčastější počet substitucí mezi dvěma náhodně vybranými alelami je 10-20. O vzniku takto neobvyklé genetické vzdálenosti mezi alelami je pojednáno níže v oddíle o původu HLA polymorfismů. Rozdělení polymorfismů uvnitř HLA genu není rovnoměrné: polymorfismy se z největší části vyskytují v oblasti vážící antigen (t.j. kódované 2. a 3. exonem ( řetězce u HLA I. třídy a 2. exonem ( či ( řetězce HLA II. třídy), kde jsou tzv. kapsy - v nich interagují postranní aminokyselinové řetězce antigenu s řetězcem HLA. Vzájemná kompatibilita rozhoduje o síle vazby. Polymorfismy tedy rozhodují o repertoáru peptidů prezentovaných na jednotlivých alelických formách HLA. Dalším místem, kam se genetický polymorfismus v HLA molekule promítá, je místo vazby TCR receptoru.

Po alelických polymorfismech na DNA úrovni je dalším potenciálním zdrojem různosti molekul HLA II. třídy kombinace ( a ( řetězců z odlišných haplotypů na peptidové úrovni - tedy při sestavování HLA molekuly. Alely HLA nesené spolu na tomtéž chromozómu (v haplotypu) kódují vždy řetězce schopné spolu vytvořit stabilní (-( dimer. Mimo této cis kompletace řetězců je v některých případech stabilní i trans kompletace ( řetězce z jednoho s ( řetězcem z druhého chromozómu. Taková situace je ilustrována na obrázku 5. Některé z takto vytvořených heterodimerů (-( jsou však nestabilní (tzv. nepermisivní kombinace) a proto jsou exprimovány výrazně méně než molekuly kódované cis kombinací. Teoreticky je dalším možným zdrojem diverzity HLA molekul II. třídy kombinace ( a ( řetězců různých genů (t.j. např. DQ(1-DP(1), avšak ta se nezdá být funkčně významnou.

Haplotyp, vazba a vazebná nerovnováha

Vazebná nerovnováha je jev, kdy se určité kombinace alel navzájem vázaných genů vyskytují v populaci častěji, zatímco jiné kombinace méně často, než by odpovídalo náhodě. Vazba a vazebná nerovnováha spolu souvisejí, ale nejsou to synonyma: vazba je vztah mezi geny; vazebná nerovnováha je vztah mezi alelami. Vazba sama má za následek statisticky častější přenos skupiny alel uvnitř rodokmenu, ale celopopulačně mohou být různé kombinace alel vázaných genů distribuovány rovnoměrně. Teprve pokud nejsou, lze mluvit o vazebné nerovnováze. Je zřejmé, že mimo vazby je ke vzniku vazebné nerovnováhy ještě třeba dalšího mechanismu, který rozrůzní frekvence jednotlivých vazebných skupin alel - nejčastěji selekce nebo genetického driftu.

Obrázek 5. Kompletace HLA-DQ(-( heterodimeru z řetězců nesených na tomtéž (cis-kompletace) a na odlišném (trans-kompletace) haplotypu. Taková kombinace se ukázala funkčně významnou např. při kódování heterodimerů DQA1*0501-DQB1*02 rizikových pro celiakii.
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Původ HLA polymorfismů

Z evolučního hlediska je polymorfismus HLA výhodný. Jednotlivé alelické formy prezentují rozdílný repertoár peptidů, takže polymorfismus zvyšuje pravděpodobnost, že se v populaci najdou jedinci, kteří se při setkání s novým neznámým patogenem budou úspěšně proti tomuto patogenu bránit. Střední heterozygozita lidské DNA je asi 1:1000, t.j. DNA od dvou nepříbuzných náhodně vybraných jedinců se bude lišit asi v jedné bázi z 1000 (Li and Sadler 1991). Oblast HLA však vykazuje asi 20-40 krát vyšší polymorfismus, v závislosti na lokusu. Tato neobvykle vysoká míra polymorfismu vznikla a byla udržována zejména třemi mechanismy: 1) mutacemi a genovou konverzí, 2) selekční výhodou heterozygotů, 3) změnami populační struktury. 

Mutace a genová konverze

Diverzita nukleotidů vzniká bodovými mutacemi. Frekvence bodových mutací ovšem nemůže vysvětlit neobvykle vysoký výskyt polymorfismů, ani sdílení sekvenčních motivů mezi alelami téhož lokusu i z lokusů jiných. Podstatně častějším mechanismem vzniku nového polymorfismu HLA je prostá rekombinace a zejména genová konverze. Genová konverze je nereciproční přenos genetické sekvenční informace mezi párem alelických DNA sekvencí (interalelická konverze), nebo nealelických sekvencí (interlokusová konverze). Za průkaz mimořádně časté genové konverze v oblasti HLA II. třídy je možno mít experimenty s hledáním sekvenčních motivů alely DPB1(0301 v sekvenci alely DPB1(0401 (a naopak) v alikvotách spermatu heterozygotů HLA-DPB1(0301/0401 (Zangenberg, Huang et al. 1995). Frekvence nových alel odpovídala výskytu genových konverzí v cca 1 z 10000 případů. Ačkoli nelze genovou konverzi u vyšších organismů odlišit od (velmi nepravděpodobného) dvojího cross-over a některé z přenesených úseků obsahovaly jen jeden bodový polymorfismus, lze se domnívat, že interalelická genová konverze je hlavním mechanismem vzniku nových alel HLA a že interlokusová konverze pravděpodobně stála za vznikem mnoha sekvenčních motivů sdílenými mezi lokusy. 

Selekce

Nově vzniklé alely byly udržovány v populaci díky svým evolučním výhodám. Nosiči nových alel mohou mít selekční výhodu z podobného důvodu jako heterozygoti (Black and Salzano 1981) - jsou schopni prezentovat více rozdílných antigenních peptidů a tímto širším repertoárem být lépe chráněni před novými patogeny. Stejný selekční tlak infekčních patogenů může též ovlivňovat frekvence jednotlivých alel: tato hypotéza byla podpořena nálezem, že HLA molekuly protektivní proti těžkému průběhu malárie se vyskytují zvláště často v obastech s endemickým výskytem malárie (Hill, Allsopp et al. 1991). Posledním možným vysvětlením selekce preferující heterozygoty je nenáhodné párování - výběr partnerů s odlišným HLA typem (Hedrick and Thomson 1983), což může být u lidí zkoumáno i poměrně velmi neobvyklými metodami (Wedekind, Seebeck et al. 1995).

Změny populační struktury

Rozdíly ve frekvenci alel mezi jednotlivými populacemi odrážejí minulost těchto populací: selekci, izolaci populace nebo smíšení populací (admixture). Selekce byla zmíněna výše. Vznik populačních izolátů nebo rychlá expanze populace z malého počtu "zakladatelů" (founder population) je dalším mechanismem omezení alelického repertoáru nebo jeho změny. Typická a často uváděná je v tomto případě populace finská, která během svého vývoje prošla obdobím s relativně nízkým počtem členů a pak rychle expandovala (bottleneck effect) za současné relativní izolace. Výsledkem jsou neobvyklé výskyty některých genů a znaků v populaci. Migrace je podstatným zdrojem populační diverzity. Dochází ke smíšení dvou repertoárů alel a vzniku nových genotypických kombinací. K ustavení rovnováhy dochází pochopitelně pomalu, což pro molekulární epidemiologii přináší jeden z hlavních zdrojů artefaktů - smísení populací (population admixture, viz oddíl o genetické asociaci). 

Typizace HLA polymorfismů molekulárně genetickými metodami

Zatímco serologické metody HLA typizace zkoumají rozdíly exprimovaných HLA molekul, molekulární genetika přinesla do HLA typizace nový přístup: charakterizaci polymorfismů HLA na úrovni DNA. Molekulárně genetický přístup má zásadní výhody proti serologické typizaci: podstatně vyšší počet rozlišitelných alel, obnovitelné zdroje reagencií, snazší standardizaci a další. Nejprve se prosadily genetické metody do HLA typizace alel II. třídy, což mělo dva důvody: serologie neposkytovala přes mimořádnou pracnost dostatečné výsledky a molekuly II. třídy jsou snadněji genotypizovatelné než molekuly I. třídy. Z I. třídy byl pak prvním cílem C lokus, neboť nedostatečná exprese HLA-C vede k mimořádné obtížnosti serologické typizace těchto alel. V dnešní době je DNA typizace lokusů II. třídy standardem a postupně se prosazuje i do I. třídy.

K typizaci HLA se používají tři hlavní přístupy, které budou zmíněny detailněji: typizace sekvenací (sequence-based typing), PCR s hybridizací sekvenčně specifických oligonukleotidových sond (PCR-SSOP) a PCR se sekvenčně specifickými primery (PCR-SSP). Všechny tyto tři přístupy používají PCR jako zdroj vysokého množství kopií vyšetřované oblasti DNA. Zatímco v PCR-SSP je sama přítomnost produktu charakteristická pro přítomnost nebo nepřítomnost vyšetřovaného motivu, u zbylých dvou metod je produkt dále analyzován: buďto je sekvenován nebo je přítomnost daného motivu zkoumána pomocí hybridizace se sondou.

HLA typizace sekvenací (Sequence-Based Typing, SBT)

Sekvenace příslušného genu poskytuje nejpřesnější informaci o HLA typu. V současnosti se používá téměř výhradně automatických fluorescenčních technik. Lze předpokládat, že se v budoucnu tyto techniky rozšíří natolik, že vytlačí ostatní metodiky vyšetřování HLA. Cílový fragment je nejprve PCR amplifikován a produkt je pak podroben další lineární amplifikaci za použití čtyř reakcí s příměsí terminátorového nukleotidu (dideoxynukleosidtrifosfát, ddNTP). Reakce s ddATP, ddTTP, ddGTP a ddCTP jsou značeny odlišným fluoroforem, nejčastěji na  samotných terminátorech. Produkty se analyzují společně elektroforeticky, přičemž vzniká barevný žebříček odpovídající příslušné sekvenci. 

Sekvenace poskytuje přes četná technická úskalí, nákladnost a relativní pomalost, nejlepší obraz HLA alely. Získaná sekvence se porovnává s pravidelně aktualizovanou databází alel a určuje se genotyp. V některých případech dvě heterozygotní kombinace alel poskytují identický obraz, protože nelze rozlišit fázi daných nukleotidů, tedy jsou-li neseny na tomtéž řetězci, či jsou neseny na protilehlých haplotypech (trans). V takovém případě lze doplnit sekvenaci metodou PCR-SSP, které tuto informaci poskytne.

Sekvenace je ideální metoda ke zjišťování, resp. potvrzování nových polymorfismů. Je však třeba mít na paměti možnost sekvenačních omylů - mnoho nálezů nových alel nebylo nikdy potvrzeno a otázka míry polymorfismu některých lokusů (např. HLA-E) je dosud otevřena.

Hybridizační metody (PCR-SSO)

Při detekci hybridizačními metodami se užívá krátkých sond (15-20 nukleotidů) komplemetárních ke zkoumanému polymorfismu. Takovéto sondy hybridizují k PCR produktu příslušné oblasti za vysoce stringentních podmínek, kdy i jednobázový rozdíl pod sondou nedovolí efektivní nasednutí na cílovou sekvenci a sonda je odmyta. Pro vývoj hybridizační metody je nutno znát cílové sekvence jednotlivých polymorfismů, pro které je třeba vytvořit sondu. Schopnost detekce nových alel je omezena na ty případy, kdy se jedná o rekombinaci ústící v nový vzorec pozitivity hybridizačních reakcí. 

Přímá - forward - hybridizace

Tato strategie užívá imobilizace PCR produktu na membráně (jako dot-blot či slot-blot). Na tento produkt hybridizuje značená sonda a po vysoce stringentním odmývání je detekována její přítomnost. Membrána či její duplikáty (zpravidla s několika různými PCR produkty) se podrobí hybridizaci se setem sond detekujících odlišné polymorfismy. Proces je dosti zdlouhavý, avšak nevyžaduje identické hybridizační podmínky pro všechny sondy. 

Nepřímá - reverzní - hybridizace

Při reverzní hybridizaci je imobilizována sonda. Imobilizace se provádí na různých podkladech: mimo hybridizační membrány to může být i mikrotitrační destička. Sondu je třeba před imobilizací elongovat o polynukleotidový "ocásek", aby vlastní sekvence byla hybridizaci přístupná. Na set imobilizovaných sond poté hybridizuje značený PCR produkt a provede se detekce. Metoda je rychlejší než přímá hybridizace, ale vyžaduje sladění designu sond tak, aby všechny reakce mohly probíhat za těchtýž podmínek současně, zejména za stejné hybridizační teploty. U většiny lokusů toho ještě nebylo dosaženo. 

U reverzní hybridizace se zpravidla užívá neradioaktivních detekčních systémů, z nichž nejrozšířenější jsou metody využívající vazbu digoxigeninu s protilátkou nebo biotinu se streptavidinem. Vazba je pak detekována několika kroky využívajícími kolorimetrie nebo chemiluminiscence. Nepřímou hybridizaci s PCR produktem značeným biotinem jsme využili při vysokokapacitním screeningu genotypu nejrizikovějšího pro DM 1. typu. Příklad výsledku nepřímé hybridizace na mikrotitračních destičkách je v tabulce 4 v naší publikaci v příloze 1.

PCR se sekvenčně specifickými primery (PCR-SSP)

PCR se sekvenčně specifickými primery je metoda vyvinutá pro typizaci HLA II. třídy počátkem 90. let a nyní široce používaná i pro typizaci třídy první. Je založena na principu PCR-ARMS (amplification refractory mutation system), též nazývané alelicky specifické PCR. K typizaci daného genu je postaven set reakcí, které se liší specifickými primery. Tyto primery jsou navrženy tak, aby byl zkoumaný polymorfismus na jejich 3'-konci, takže absence úplné komplementarity mezi templátem genomické DNA a sekvencí primeru vyústí v absenci amplifikace. Aby nedocházelo k falešným negativitám, je jako interní kontrola v každé reakci přítomen i další pár primerů (v 5-10 krát nižší koncentraci), který amplifikuje monomorfní oblast o délce zřetelně odlišné od specifického produktu. Reakční produkt je analyzován na agarózovém gelu. Pozitivita specifické reakce je charakterizována přítomností specifického produktu, negativní reakce je charakterizována nepřítomností specifického produktu za současné přítomnosti produktu kontrolního.

Metoda vyžaduje předchozí znalost sekvencí zkoumaných polymorfismů, aby pro ně mohly být navrženy příslušné primery, neslouží tedy k odhalení nových alel - pokud nevznikly vhodnou rekombinací známých motivů, která by vyústila v nový vzorec pozitivity reakcí. PCR podmínky jsou zásadní a určují specificitu typizačního systému. Metoda vyžaduje minimální vybavení a je poměrně rychlá. PCR-SSP systém jsme užili pro typizaci HLA v asociační studii u českých diabetických dětí (obrázek 6) a analogickou PCR-ARMS metodu jsme vyvinuli pro detekci CTLA4 +49 A/G dimorfismu (obrázek 1 v příloze 3).

V posledních dvou letech se objevilo několik zpráv (Tremmel, Opelz et al. 1999; Tremmel, Mytilineos et al. 2000) o užití PCR v reálném čase k HLA typizaci. Vzhledem k enormní nákladnosti syntézy hydrolyzačních TaqMan sond a jistým technickým obtížím s přímou detekcí polymorfismu sondou je užíván PCR-SSP systém s dvěma odlišně značenými TaqMan sondami, jednou pro kontrolní fragment a druhou cílenou do monomorfní oblasti speficického fragmentu. Touto strategií se daří provádět HLA-DRB1 typizaci a je pravděpodobné, že bude rozšířena i na další lokusy.

Obrázek 6. Příklad fotografie gelu s výsledkem DRB1*04 subtypizace.  V jednotlivých sloupcích se nacházejí vzorky, v řádcích pak jednotlivé reakce. Směr elektroforézy PCR produktu je shora dolů. Pozitivita reakce je charakterizována přítomností kratšího specifického proužku, zatímco negativita je charakterizována přítomností delšího kontrolního proužku. Design primerů pochází částečně z publikovaných materiálů (Zetterquist and Olerup 1992), částečně je vlastní.
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Ostatní metody genotypizace

Metodou v současnosti spíše historickou je RFLP, polymorfismus délky restrikčních fragmentů. Metoda byla zpočátku prováděna na genomické DNA jako klasický Southern blotting, později na PCR produktech. Ačkoli předznamenala revoluci v identifikaci nových alel HLA II. třídy a přinesla podstatné zlepšení výsledků nepříbuzenských orgánových transplantací, byla brzy vytlačena metodami založenými na PCR-SSO a PCR-SSP.

Spíše k rozhodování o HLA identitě v příslušném lokusu než k typizaci je určena heteroduplexová analýza. PCR produkty jsou schopny po denaturaci renaturovat nejen se svými komplementárními protějšky, ale i s ne zcela komplemetárním řetězcem a vytvořit heterodimer. Takovéto heteroduplexy mají odlišné elektroforetické mobility, což lze využít zejména pro cross-matching dárce a příjemce před transplantací (srovnáním elektroforéz renaturovaných PCR produktů dárce, příjemce a jejich směsi). Modifikací metody je renaturace s referenčním řetězcem známé specificity, což se dá užít k HLA typizaci (Arguello and Madrigal 1999; Corell, Pay et al. 2000).

Asociace DM 1. typu s HLA

Poznatky o HLA asociaci DM 1. typu

První údaje o asociaci některých antigenů HLA s "juvenilním" diabetem byly publikovány před více než čtvrtstoletím. Tehdy několik studií ukázalo, že HLA-B15 a B8 jsou pozitivně asociovány s DM, kdežto B7 vykazuje negativní asociaci (Singal and Blajchman 1973; Nerup, Platz et al. 1974; Cudworth and Woodrow 1975; Cudworth and Woodrow 1975). Tato asociace se později ukázala jako sekundární, přítomná díky vazebné nerovnováze s haplotypy HLA II. třídy DRB1*04-DQB1*0302 a DRB1*03-DQB1*02. Odhalení primárního etiologického faktoru v oblasti DRB1-DQA1-DQB1 bylo však velmi problematické vzhledem k silné vazebné nerovnováze, která v oblasti panuje. Vzdálenost mezi DQB1 a DQA1 je 12 kb, mezi DQB1 a DRB1 pak 175 kb, takže tyto geny tvoří vazebnou skupinu chovající se jako evoluční jednotka. Dnes přítomné haplotypy jsou výsledkem fixací náhodného repertoáru haplotypů během evoluce, tak jak probíhaly expanze, migrace a zakládání nových populací (Ayala 1995). K rozlišení primárních a sekundárních faktorů rizika DM v HLA II. třídy bylo tedy nutné podrobit analýze data z mnoha etnicky rozdílných populací. Ty alely, které vykazují konzistentně pozitivní asociaci v etnicky různých populacích (t.j. i když jsou neseny na různých haplotypech), jsou etiologickými činiteli, kdežto alely, jejichž efekt mizí nebo se liší mezi populacemi, jsou asociovány pouze sekundárně díky vazebné nerovnováze. 

Dnes je široce přijímán názor, že riziko diabetu je primárně určeno genotypem HLA-DQB1, -DQA1 s přispěním subtypů DRB1*04, pokud je alela DRB1*04 přítomna. V tomto smyslu shrnují dostupné poznatky i poslední dva mezinárodní HLA workshopy (Ronningen, Spurkland et al. 1993; Caillat-Zuckman, Djilali-Saiah et al. 1997). 

V oblasti DQB1 jsou významnými rizikovými faktory především alely DQB1*0302 (zejména v severských populacích) a DQB1*02 (zejména v jižních populacích). První hypotéza o možných příčinách rizikovosti nebo protektivity se zaměřila na oblast 57. aminokyseliny  DQB1 řetězce. Zatímco protektivní molekuly nesou aspartát, rizikové nesou jinou aminokyselinu (Todd, Bell et al. 1987; Morel, Dorman et al. 1988). Ačkoli aminokyselina na 57. pozici je zásadní pro vazbu peptidu a jeho prezentaci (Kwok, Domeier et al. 1996), byla teorie dalšími poznatky vyvrácena: jednak proti ní mluví výsledky mezirasových studií (japonští pacienti mají zvýšenou frekvenci alel, které nesou 57Asp (Awata, Kuzuya et al. 1990)), stejně jako existence četných 57Asp pozitivních pacientů v kavkazských populacích (Ronningen, Iwe et al. 1989). Do teorie nezapadají ani některé genotypy, které přes homozygozitu 57nonAsp/57nonAsp přinášejí velmi nízké riziko diabetu (DQB1*0302/DQB1*02-DQA1*02, DQB1*02-DQA1*02/DQB1*02-DQA1*02 a další). Další studie ukazují jiný možný mechanismus rizika přinášeného HLA-DQ: riziko je přinášeno některými cis nebo trans kódovanými heterodimery HLA-DQ alfa/beta, přičemž jejich efekt nelze jednoduše vysvětlit přítomností či absencí jednotlivé aminokyseliny v daném řetězci (Ronningen, Gjertsen et al. 1991; Ronningen, Spurkland et al. 1991). Po 11. HLA workshopu je akceptováno, že rizikovost či protektivita je přinášena celým heterodimerem DQ, nikoli jednotlivými aminokyselinami nebo jejich jednoduchou kombinací (Ronningen, Spurkland et al. 1993).

Silným protektivním faktorem v oblasti DQB1 je alela DQB1*0602. Tato alela je nesena v kavkazské populaci na haplotypu DQB1*0602-DQA1*0103-DRB1*1501 (DR2). Alela DQB1*0602 je jediná z alel běžných DR2 haplotypů, která je přítomna na silně protektivních haplotypech konzistentně v populacích kavkazských, asijských, afrických i mexických (Caillat-Zuckman, Djilali-Saiah et al. 1997), což dokazuje její primární roli. Protektivita DQB1*0602 se jeví dominantní nad vlivem ostatních molekul. 

DQA1 je stejně jako DQB1 primární faktor, ačkoli to není z analýz kavkazských populací ihned zřejmé. Jeden z důkazů může být mezirasové srovnání afro-karibské populace, kde DRB1*07-DQB1*02 haplotyp přináší riziko DM, zatímco tento haplotyp nepřináší riziko u kavkazské rasy. Rozdíl mezi těmito dvěma haplotypy je právě v DQA1 alele: v afro-karibské populaci je to DQA1*0301, kdežto v kavkazské je to DQA1*02. 

Efekt molekuly DQ je modifikován subtypem alely DRB1*04 nesené na DQB1*0302-DQA1*03-DRB1*04 haplotypu. Různé subtypy DRB1*04 jsou asociovány s rizikem, které se navzájem zásadně liší. DRB1*0403 a DRB1*0406 jsou známy jako silně protektivní faktory (např. proto DQB1*0302 není v Japonsku rizikové: většina Japonců nesoucích DQB1*0302 nese též DRB1*0403 nebo *0406 (Awata, Kuzuya et al. 1992)), DRB1*0404 je neutrální a riziko stoupá v řadě DRB1*0402 - DRB1*0401 - DRB1* 0405 (Harfouch-Hammoud, Timsit et al. 1996; Nejentsev, Reijonen et al. 1997; Reijonen, Nejentsev et al. 1997; Undlien, Friede et al. 1997). Neexistuje žádná aminokyselina v řetězci DRB1, která by výše uvedený fenomén vysvětlila, efekt je patrně výsledkem vzájemné kombinace aminokyselin v pozicích 37, 57, 71, 74 a 86. Rizikovost či protektivita některých z těchto alel není univerzální ani v rámci kavkazské rasy: v Evropě existují velké rozdíly jak v rozložení DRB1*04 subtypů jak v obecné, tak v diabetické populaci, a to i mezi sousedními národy. Této problematice se věnujeme též v naší studii (příloha 2).

Míra genetického rizika se odráží nejen v tom, zda jedinec diabetem onemocní, ale i v době manifestace diabetu. DM 1. typu je v tomto ohledu klinicky heterogenní onemocnění. Je známo, že mezi pacienty manifestujícími se v raném dětství je více některých rizikových alel, haplotypů či genotypů než u pacientů manifestujících se později nebo v dospělosti (Caillat-Zuckman, Djilali-Saiah et al. 1997). Ani protektivní efekt alely DQB1*0602 není u pacientů manifestujících se v dospělosti tolik patrný (Graham, Kockum et al. 1999). 

Na genetickém riziku DM se podílejí i geny uvnitř HLA, ale mimo oblast DQ a DR. Riziko modifikují zejména některé alely HLA-B (Nejentsev, Reijonen et al. 1997), a dále geny vázané s mikrosatelity v oblasti HLA III. třídy (Moghaddam, Zwinderman et al. 1997; Moghaddam, de Knijf et al. 1998) i telomericky od HLA I. třídy (Lie, Sollid et al. 1999). Význam těchto nálezů zatím není zcela objasněn. 

Imunologické mechanismy asociace DM

Poznatky o rizikovosti či protektivitě HLA molekul nejsou založeny jen na populačně-genetických studiích. Epidemiologické důkazy rizikovosti některých HLA jsou podpořeny i experimenty s transgenními myšmi. Lokus DQ, zejména DQB1*0302 alela, propůjčuje transgenní myši silnou vnímavost k diabetu (Wen, Wong et al. 2000). Molekulární mechanismus rizika dosud není znám, ačkoli se o něm často spekuluje. Je pravděpodobné, že se jednotlivé alely tohoto lokusu liší ve schopnosti prezentovat některé peptidy, jež u diabetu fungují jako autoantigeny. Myší homolog lidské DQB1*0302 alely peptidy váže relativně neochotně (Carrasco-Marin, Shimizu et al. 1996). Není vyloučeno, že rizikovost lidské DQB1*0302 je tedy způsobena nízkou afinitou k některému ostrůvkovému autoantigenu či autoantigenům. Bylo prokázáno, že se protektivní molekula DQA1*01/DQB1*0602 vskutku liší od rizikové DQA1*03/DQB1*0302 ve schopnosti vázat peptidy odvozené od inzulínu, glutamát dekarboxylázy (GAD) a tyrozin fosfatázy IA-2 (Raju, Munn et al. 1997; Ettinger and Kwok 1998; Sanjeevi 2000). Funkční význam těchto rozdílů bude zřejmě zejména v odlišné schopnosti navodit centrální thymovou toleranci k autoantigenu. HLA polymorfismy však modifikují i odpověď na autoantigen, a to modifikací rovnováhy mezi Th1 a Th2  odpověďmi: jsou známy četné případy DQB1*0602 pozitivních prvostupňových příbuzných s dlouhotrvající vysokou pozitivitou anti-GAD autoprotilátek, kteří přesto po dlouhou dobu sledování diabetes nedostanou (Pugliese, Gianani et al. 1995). Tento fenomén může být následkem predominance Th2 odpovědi (proto vysoké titry autoprotilátek) nad destruktivní Th1 odpovědí.

Význam studia HLA asociace DM 1. typu

Znalost genetického rizika přinášeného jednotlivými alelami, haplotypy a genotypy HLA je důležitá pro individuální predikci rizika diabetu v dané populaci, pro odlišení etiologických alel od alel sekundárně asociovaných a konečně pomáhá ve studiu genetických příčin diabetu na populační úrovni.

Populace se mezi sebou podstatným způsobem liší v míře rizika DM 1. typu přinášeného jednotlivými genetickými faktory. Proto odhad individuálního genetického rizika diabetu není možný bez znalosti rizikových a protektivních alel v dané populaci. Jakékoli prediktivní programy, ať již v obecné populaci nebo u prvostupňových příbuzných diabetických pacientů, vyžadují proto předchozí asociační studii. Význam mezipopulačních a zejména mezirasových studií pro odlišení etiologických alel od sekundárně asociovaných byl zmíněn výše.

V poslední době se objevilo mnoho prací, které se zabývají vztahem prevalence vybraných genetických rizikových faktorů v obecné populaci a incidence diabetu v dané populaci. Studie, v nichž je populace jednotkou, jsou velmi lákavé svou robustností, avšak pokud nejsou výsledkem dostatečně široké mezinárodní spolupráce, mohou poskytnout velmi zavádějící výsledky, jež jsou odrazem spíše lokálních rozdílů, ať již v incidenci diabetu nebo v genetických charakteristikách jednotlivých populací. Statistická analýza dat je v těchto studiích velmi obtížná, protože se operuje s dvěma nejistotami: odhadem incidence diabetu a odhadem prevalence genetického faktoru; navíc je nutné nějakým způsobem vážit velikosti populací i jejich vzorků. První takovéto studie demonstrovaly korelaci mezi populační frekvencí non-Asp57 alel a incidencí diabetu (Dorman, LaPorte et al. 1990; Forbes, Brown et al. 1993). V nedávné celoevropské studii zahrnující 25 evropských států nebyla takováto závislost nalezena; byla nicméně m.j. prokázána korelace mezi výskytem rizikového genotypu DQB1*02/0302 v obecné populaci a incidencí diabetu (Ronningen, Keiding et al. 2001), obrázek 7. 
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Obrázek 7. Incidence diabetu v Evropě koreluje s prevalencí rizikového genotypu HLA - DQB1*0302-DQB1*02 v obecné populaci. Standardizovaná incidence je uvedena v případech na 100 000 a rok, prevalence genotypu v rel. jednotkách. Obrázek z (Ronningen, Keiding et al. 2001) se svolením autorky.

DM 1. typu a non-HLA geny

HLA (neboli gen IDDM1) dokáže vysvětlit cca 50% nahromadění případů diabetu v rodinách (Davies, Kawaguchi et al. 1994). Dalšími dvěma oblastmi potvrzenými pomocí asociačních studií jsou IDDM2 (oblast inzulínového genu) a IDDM12 (oblast CTLA4). Ačkoli bylo navženo velké množství kandidátních genů s funkcí v imunitní odpovědi nebo v beta buňce, žádný z nich se neukázal být asociován s DM a většina těchto studií nebyla ani publikována. Asociační studie jednotlivých genů tedy patrně nejsou schůdnou cestou k nalezení dalších genů modifikujících riziko DM. V budoucnu, kdy znalost jednonukleotidových polymorfismů lidského genomu společně s vysokokapacitními čipovými technologiemi umožní scanování genomu na asociaci, bude možno odhalit s vysokou citlivostí i zbývající polymorfismy genů pozitivně nebo negativně asociované s diabetem. V současné době je však jedinou možnou cestou scanování genomu hledáním vazby pomocí souborů párů diabetických sourozenců (affected sibpair method). 

V lidském genomu bylo takto nalezeno celkem cca 15 oblastí s možnou vazbou s DM 1. typu (tab.2), ale u většiny z nich nedosahuje statistická signifikance hodnot odpovídajících signifikanci v celém genomu. Mimo zmiňovaných IDDM1, IDDM2 a IDDM12 jsou to IDDM3-11, IDDM13, IDDM15 a IDDM17 (Davies, Kawaguchi et al. 1994; Todd 1995; Luo, Buzzetti et al. 1996; Owerbach and Gabbay 1996; Todd and Farrall 1996; Concannon, Gogolin-Ewens et al. 1998; Mein, Esposito et al. 1998; Cox, Wapelhorst et al. 2001). Názvy IDDM 14 a IDDM 16 byly rezervovány, ale nikdy nebyly publikovány. 

Tab. 2. Chromozomální oblasti vázané s rizikem DM 1. typu

	Jméno
	Chromozomální lokalizace
	Gen / polymorfismus

	IDDM1
	6p21.3
	HLA

	IDDM2
	11p15.5
	5'VNTR inzulínového genu

	IDDM3
	15q26
	neznámý

	IDDM4
	11q13
	neznámý

	IDDM5
	6q25
	MnSOD (?)

	IDDM6
	18q12-q21
	ZNF236 (?)

	IDDM7
	2q32
	NEUROD1

	IDDM8
	6q25-q27
	neznámý

	IDDM9
	3q21-25
	neznámý

	IDDM10
	10p11-q11
	neznámý

	IDDM11
	14q24.3-q31
	neznámý

	IDDM12
	2q33
	CTLA4

	IDDM13
	2q34
	IGFBP2, IGFBP5 (?)

	IDDM15
	6q21
	neznámý

	IDDM17
	10q25
	neznámý


Veliké množství odlišných lokusů odráží hlavní problém studií vazby: nedostatečná statistická síla menších studií má za následek množství navzájem zcela diskordantních výsledků. Například dvě rozsáhlé studie založené na analýze sourozenckých párů s diabetem (Concannon, Gogolin-Ewens et al. 1998; Mein, Esposito et al. 1998) se neshodly na jediném lokusu mimo IDDM1. V nedávno publikované studii zahrnující 767 rodin s více než jedním diabetickým dítětem (Cox, Wapelhorst et al. 2001) byly nalezeny tři oblasti genomu se signifikantní vazbou s DM 1. typu (LOD score >4): 6p21 (IDDM1), 11p15 (IDDM2), 16q22-q24. Čtyři další vykazovaly velmi pravděpodobnou vazbu (LOD score >=2,2): 10p11 (IDDM10), 2q31 (IDDM7, IDDM12, IDDM13), 6q21 (IDDM15) a 1q42. Logickým pokračováním těchto studií je zpřesnění oblasti vazby, nalezení kandidátního genu nebo genů a hledání etiologických polymorfismů uvnitř či blízko těchto genů. 

Jedním z genů, u nichž probíhají i v naší laboratoři studie směřující k lokalizaci etiologického polymorfismu, je CTLA4.

Polymorfismy CTLA4 genu

Molekula CTLA4 je povrchová molekula T lymfocytů vysoce homologní s CD28. Funguje jako důležitý negativní regulátor imunitní odpovědi. Je exprimována zejména na aktivovaných T lymfocytech. Stejně jako CD 28 se váže na molekuly B7.1 (CD80) a B7.2 (CD86) antigen prezentující buňky, ale na rozdíl od CD28 suprimuje odpověď T-lymfocytů indukcí apoptózy. Geneticky upravené myši, kterým CTLA4 chybí, hynou na polyklonální aktivaci T-lymfoblastů.

Molekula CTLA4 je kódována genem na dlouhém raménku druhého chromozómu (2q33), pro jehož oblast byla prokázána asociace s DM 1. typu (oblast IDDM12). V oblasti se nalézají dva kandidátní geny, kódující CTLA4 a CD28 molekuly. Sekvence lidského CTLA4 genu byla poprvé publikována v roce 1988 (Dariavach, Mattei et al. 1988). V oblasti jsou tři polymorfismy asociované v některých populacích s IDDM: +49 A/G polymorfismus v prvém exonu CTLA4, mikrosatelitový (AT)n repeat v 3'-netranslatované oblasti genu a epidemiologicky málo prozkoumaný dimorfismus -318 C/T (McCormack, Maxwell et al. 2001). Asociace s IDDM pro prvé dva polymorfismy byla potvrzena v šesti populacích za použití rozsáhlých rodinných studií a ve dvou dalších populacích pomocí case-control studií (Nistico, Buzzetti et al. 1996; Donner, Rau et al. 1997; Marron, Raffel et al. 1997). Tím je dostatečně prokázáno, že IDDM12 je s DM asociovaný lokus. Jediné populace, v nichž byly použity dostatečně velké soubory, avšak žádné asociace nebyly nalezeny, jsou britská, dánská a americká bělošská (Nistico, Buzzetti et al. 1996; Marron, Raffel et al. 1997; Larsen, Kristiansen et al. 1999). Tyto výsledky podporují teorii, že +49 A/G (a patrně ani (AT)n repeat) nemohou být považovány za etiologické mutace. Ta leží jinde v IDDM12 oblasti. Nedávno se podařilo s velkou pravděpodobností vyloučit gen CD28 jako primární činitel lokusu IDDM12 (Marron, Zeidler et al. 1998), takže za efekt IDDM12 je zodpovědný gen CTLA4 nebo jiný gen v jeho nejtěsnější blízkosti.

Úroveň rizika diabetu přinášená IDDM12 není vysoká v porovnání s IDDM1 (relativní riziko do 2.3 pro IDDM12). Nicméně IDDM12 je velmi důležitý z hlediska rizika pro jiné autoimunní choroby mimodiabetu 1. typu: patrně nejlépe je z tohoto hlediska prozkoumána Gravesova choroba (Donner, Braun et al. 1997; Yanagawa, Taniyama et al. 1997; Vaidya, Imrie et al. 1999; Vaidya, Imrie et al. 1999).

KOMENTÁŘ PUBLIKOVANÝCH PRACÍ

PUBLIKACE 1: Screening genotypu přinášejícího nejvyšší riziko diabetes mellitus 1. typu

Populační kohorta s nejvyšším genetickým rizikem jako nástroj studia negenetických faktorů diabetu

Studium negenetických faktorů diabetu je nejvhodnější provádět longitudinálním sledováním kohorty osob s porovnatelným rizikem této choroby. Díky poznatkům genetiky je nyní v populaci možné identifikovat osoby s nejvyšším známým genetickým rizikem. U jedinců v této kohortě je možno očekávat vznik diabetu s velkou pravděpodobností. Navíc - její členové mají přibližně stejné genetické riziko, takže rozdíly ve výskytu diabetu půjdou na vrub zejména rozdílům v expozici negenetickým rizikovým vlivům. Je vhodné nastavit známé genetické riziko kohorty co nejvýše, aby variabilita ostatních genetických faktorů byla co nejnižší. V roce 2000 byla v Norsku zahájena studie "Matka a dítě", která má za cíl studovat rizikové faktory astmatu, alergií, schizofrenie, diabetu a dalších celospolečensky závažných chorob. Hlavním cílem projektu, jehož je publikovaná práce součástí, je přispět k poznatkům o negenetických vlivech v patogenezi diabetu 1. typu a hlouběji prostudovat průběh inzulitídy. Negenetickými vlivy se rozumí veškeré zevní faktory - od diety až po expozici některým virům. Aby mohla být expozice negenetickému faktoru dobře prokázána, je vhodné "odfiltrovat" genetickou složku rizika. Toho je možné dosáhnout vytvořením a sledováním dostatečně velké kohorty jedinců s homogenním, nejvyšším populačním rizikem DM 1. typu.

Stručný přehled protokolu studie

Na obrázku 8 je uveden stručný protokol studie a místo genetického screeningu v něm. Screening je dvoustupňový: v prvém stupni jsou vyhledávány nejrizikovější alely DQB1 a DQA1 lokusu. V druhém stupni screeningu jsou subtypizovány alely DRB1*04 nesené na DQB1*0302 haplotypech. V norské populaci se ze subtypů DRB1*04 vyskytují téměř jen DRB1*0401 (rizikový) a DRB1*0404 (neutrální). Pro zařazení do studie jsou vybrány děti nesoucí nejrizikovější genotyp HLA - DQB1*0302-DQA1*03-DRB1*0401 / DQB1*02-DQA1*05(-DRB1*03). Děti s nejvyšším genetickým rizikem jsou podrobeny sledování pomocí strukturovaných dotazníků, odběrů vzorků krve na autoprotilátky svědčící pro vznik inzulitídy a odběrů stolice na stanovení virů s možným podílem na vzniku diabetu. Bude možno sledovat individuální i časovou souvislost expozice různým rizikovým faktorům se vznikem inzulitídy a tato souvislost bude sloužit i jako přímý průkaz kauzality. 

Genetický screening rizika diabetu

Cílem našeho podprojektu bylo vyvinout vysokokapacitní systém populačního screeningu na HLA genotyp přinášející nejvyšší genetické riziko diabetu 1. typu, HLA - DQB1*0302-DQA1*03-DRB1*0401 / DQB1*02-DQA1*05. Screening je proces, který mezi zdravými jedinci identifikuje ty, u nichž je riziko určitého onemocnění tak vysoké, že opravňuje k provádění dalších diagnostických testů a procedur nebo - méně často - k přímým preventivním opatřením (Wald and Cuckle 1989). Na rozdíl od diagnostického testu nemá screeningový test sloužit k stanovení definitivní diagnózy a zpravidla ani k definitivnímu rozhodnutí o zavedení preventivních opatření. Choroba, na kterou bude screening prováděn, nesmí být v populaci vzácná; musí být medicínsky dostatečně závažná; detekce časných asymptomatických stadií choroby musí být provázena efektivní intervencí, která přinese prospěch ve srovnání s léčbou pozdějších symptomatických stadií choroby. Screening rizika DM 1. typu je etické provádět jen v rámci definovaných výzkumných protokolů. Diabetes 1. typu nesplňuje totiž jedno z kritérií pro choroby, jejichž screening může být prováděn v rámci rutinní péče: dosud neexistuje efektivní intervenční strategie, která by snížila pravděpodobnost vzniku inzulitídy u geneticky predisponovaných jedinců, ani strategie oddalující vznik diabetu u jedinců s již probíhající inzulitídou.

V naší studii jsme identifikovali pouze jeden, nejrizikovější genotyp. Výhodu tohoto přístupu je možné vidět především v tom, že je rychlý a informaci prakticky nelze zneužít, nevýhodou je nemožnost studia jiných autoimunních chorob. Možné techniky identifikace HLA alel jsou zmíněny v předchozích kapitolách. Vzhledem k potenciálu budoucí automatizace jsme zvolili techniku reverzní hybridizace na ELISA formátu. Technika je detailně popsána v publikaci 1. V současnosti se již ve screeningu používá.

Obrázek 8. Schéma projektu MIDIA - výzkumu vlivů prostředí na vznik inzulitídy
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PUBLIKACE 2: Genetická asociace DM 1. typu s HLA II. třídy v české dětské populaci

PUBLIKACE 3: Polymorfismus  CTLA4 +49 A/G v naší populaci není asociován s DM 1. typu

PUBLIKACE 4: HLA-DQA1*05-DQB1*02 predisponuje k celiakii u diabetických dětí


PUBLIKACE 5: Epidemiologie DM 1. typu v České republice


PUBLIKACE 6, PUBLIKACE 7: Individuální predikce diabetes mellitus 1. typu v dětské rizikové populaci

Další směry výzkumu

V posledním desetiletí jsme svědky velmi rychlého rozvoje imunogenetiky diabetu 1. typu. Mnoho otázek přesto zůstává nezodpovězeno. Nejasnosti přetrvávají okolo non-HLA genů podílejících se na riziku diabetu 1. typu - ačkoli jsou některé chromozomální oblasti či geny po léta známy jako modifikátory rizika diabetu, dosud u většiny z nich není známo, který z polymorfismů má v oblasti primární etiologickou úlohu. Mnoho kontroverzních otázek zůstává například o CTLA4 a o transkripčním faktoru NEUROD1 (IDDM7). Naše úsilí se v současnosti zaměřuje na kvantifikaci rizika přinášeného jednotlivými polymorfismy uvedených genů, abychom přinesli další data o potenciální lokalizaci etiologického polymorfismu.

Další neuspokojivě prozkoumaným tématem je genetické riziko autoimunních komplikací sdružených s diabetem 1. typu. Je pravděpodobné, že diabetické děti tvoří velmi heterogenní skupinu z hlediska možného vzniku a progrese další autoimunní choroby, jako například celiakie, autoimunní tyreoiditidy, perniciózní anémie, Addisonovy choroby nebo autoimunních poruch gonád. Naše laboratoř se podílí na projektu zaměřeném na dlouhodobé sledování autoimunních onemocnění u kohorty diabetických dětí se známým genotypem HLA 2. třídy, CTLA4 a inzulínového genu.

Přibližně polovina rizika diabetu je determinována negeneticky. Jakkoli je studium negenetických příčin diabetu ve studiích případů a kontrol lákavý, jediný spolehlivý způsob, jak určit a přímo kvantifikovat vliv zejména populačně prevalentních expozic na pozdější riziko diabetu, jsou kohortové studie. Jeden z projektů v této práci byl zaměřen na vývoj metodiky k vytvoření takovéto kohorty populačním screeningem novorozenců. Tento screening  v současnosti probíhá a naše laboratoř se podílí na projektu časného stanovení enterovirové RNA v materiálu peroidicky odebíraném od jedinců nesoucích nejrizikovější genotyp pro vznik inzulitídy. 

Obrovský pokrok posledních let v charakterizaci genů a vlivů prostředí majících podíl na patogenezi diabetu činí molekulární epidemiologii diabetu velmi zajímavým oborem budoucnosti. Lze očekávat podstatné pokroky v pochopení patogeneze choroby, stejně jako ve schopnosti identifikovat jedince, kterým vznik diabetu hrozí. Konečným cílem tohoto úsilí je pak prevence diabetu 1. typu.
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Co bylo o problému známo ?


Sourozenci diabetických dětí a děti diabetických rodičů mají podstatně zvýšené riziko manifestace diabetes mellitus 1. typu.


Pomocí typizace DQ lokusu je možno stanovit individuální genetické riziko diabetu. Pomocí vyšetření kombinace autoprotilátek lze určit střednědobé riziko diabetu.


V případě pozitivity autoprotilátky či autoprotilátek (tedy přítomnosti inzulitídy) je možno odhadnout funkční rezervu beta buněk pankreatu pomocí i.v. GTT.


Co bylo cílem studie ?


Individuální predikce diabetu u dětí - prvostupňových příbuzných pacientů s DM 1. typu. Predikce byla prováděna pomocí kombinace genetických, autoprotilátkových a funkčních vyšetření.


Jaké přinášíme nové výsledky ?


Zavedli jsme vyšetřování trojkombinace antiinzulínových, anti-GAD a anti-IA2 protilátek a stanovili jsme jejich specificitu a senzitivitu (publikace 6).


V pilotní studii na 208 nediabetických prvostupňových příbuzných jsme otestovali protokol predikce a demonstrovali jsme důležitost genetického vyšetření v predikčním schématu (publikace 7). 














Co bylo o problému známo ?


Incidence diabetu 1. typu se extrémně liší mezi jednotlivými evropskými státy.


V posledním desetiletí byl zaznamenán strmý nárůst incidence ve většině populací.


Pro Českou republiku nebyla známa žádná data, ačkoli Český registr dětského diabetu byl organizací EURODIAB hodnocen jako jeden z nejkomplexnějších v Evropě.


Co bylo cílem studie ?


Vyhodnotit incidenci DM 1. typu u dětí do 15 let věku za roky 1990-1997.


Odhalit trendy incidence, pohlavní a věkové rozdíly.


Zasadit výsledky do evropského kontextu.


Jaké přinášíme nové výsledky ?


Prezentujeme první data o incidenci DM z naší populace.


Ukazujeme signifikantní vzestup incidence dětského DM 1. typu během sledovaného období.


Nalézáme predominanci chlapců ve věkové skupině 0-4 let.











Co bylo o problému známo ?


Celiakie se u diabetických dětí vyskytuje významně častěji než u zdravé dětské populace.


Není jasné, zda se na tomto zvýšeném výskytu podílí prostředí organismu s autoimunitou, společný genetický základ celiakie s diabetem 1. typu nebo kombinace obojího.


Co bylo cílem studie ?


Pomocí srovnání diabetických dětí s celiakií proti diabetickým dětem bez celiakie zjistit, zda a do jaké míry zvyšují vybrané HLA-DQ alely, haplotypy a genotypy riziko celiakie u diabetických dětí.


Odhadnout výskyt celiakie v naší dětské diabetické populaci.


Jaké přinášíme nové výsledky ?


Jako první demonstrujeme, že existuje genetický faktor přinášející u diabetických dětí signifikantní riziko celiakie: molekula DQB1*0201-DQA1*05.


Tento nález může být přítomen též u jiných populací, kde DQB1*0201-DQA1*05 přináší nízké riziko diabetu. Není vyloučeno, že genetického vyšetření lze v takových populacích použít k diferenciaci screeningu diabetických dětí na celiakii.








Co bylo o problému známo ?


Polymorfismus CTLA4 genu modifikuje riziko DM 1. typu ve většině populací. Dosud však není jasné, který z jeho polymorfismů je tím kauzálním a které vykazují asociaci jen díky vazebné nerovnováze. Aby mohlo být mapování kauzálního polymorfismu úspěšné, musejí být asociační studie opakovány nezávisle v různých populacích. 


Asociace CTLA4 nicméně není přítomna v každé populaci, což naznačuje, že dosud vyšetřované polymorfismy nejsou kauzální, ale pouze sekundárně asociované díky vazebné nerovnováze.


Co bylo cílem studie ?


Náš projekt má za cíl zjistit a kvantifikovat asociaci tří různých polymorfismů genu CTLA4 s DM 1. typu. Publikace je výsledkem práce na prvém z nich, CTLA4 +49 A/G dimorfismu.


Jaké přinášíme nové výsledky ?


Demonstrujeme další populaci, v níž není CTLA4 polymorfismus +49 A/G s diabetem asociován. Asociace není přítomna ani po stratifikaci souboru podle HLA rizika, pohlaví, ani podle věku manifestace diabetu v dětském věku.


Tím přinášíme další důkaz o tom, že tento dimorfismus nemá pravděpodobně etiologickou roli.


Pro genotypizaci CTLA4 jsme vyvinuli novou PCR-ARMS assay, která je rychlejší a jednodušší než stávající metody a má potenciál k adaptaci na real-time PCR formát.





Co bylo o problému známo ?


Asociace alel, haplotypů a genotypů HLA II. třídy s DM 1. typu se liší mezi rasami a národy. Znalost genetické asociace DM 1. typu je zásadní pro možnost individuální predikce diabetu a napomáhá studiu etiologie diabetu na populační úrovni. 


Pro většinu evropských populací byla již známa data o genetické asociaci DM 1. typu.


Velmi kontroverzní otázkou zůstává asociace subtypů HLA-DRB1*04, jež se zjevně velmi podstatně liší zejména ve středoevropském prostoru, kde se střetávají genetické vlivy východních a západních populací.


Z české populace nebyla publikována zatím žádná data.


Co bylo cílem studie ?


Zjistit a kvantifikovat asociaci DM 1. typu u českých dětí s alelami, haplotypy a genotypy HLA-DQB1, -DQA1.


Stanovit vliv HLA-DRB1*04 subtypů nesených na DQB1*0302 haplotypech a zasadit data do kontextu okolních populací.


Jaké přinášíme nové výsledky ?


Přinášíme prvá data o HLA genetickém riziku DM v naší populaci.


Odhalili jsme neobvykle vysoké riziko genotypu DQB1*0302-DQA1*03/DQB1*0201-DQA1*05, jež je jinak obvyklé spíše v populacích s velmi nízkou incidencí diabetu.


Přinášíme další důkaz, že subtypy DRB1*0401 a DRB1*0404 nemodifikují riziko diabetu univerzálně v evropských populacích, což podtrhuje genetickou heterogenitu DM v Evropě.


Demonstrujeme relativně silný protektivní efekt alely DRB1*0403, který je dominantní nad rizikem přinášeným DQB1*0302 haplotypem.





Co bylo o problému známo ?


Efektivní studium přirozeného průběhu inzulitídy a studium vlivů vnějšího prostředí na riziko DM u jedinců z obecné populace vyžaduje selekci kohorty osob s nejvyšším genetickým rizikem DM 1. typu. K tomu jsou nutné vysokokapacitní techniky identifikace HLA alel. 


Dosud používané techniky jsou buďto pracné (forward hybridizace na membránách) nebo vyžadují nákladné zařízení a vzácné chemikálie (metodika screeningu pomocí time-resolved fluorometrie se sondami značenými lanthanoidy).


Existují pouze kontroverzní data o možnosti využití archivovaného séra jako zdroje DNA. 


Co bylo cílem studie ?


Vyvinout rychlou, jednoduchou, levnou a automatizovatelnou vysokokapacitní metodiku screeningu nejvyššího genetického rizika DM 1. typu.


Jaké přinášíme nové výsledky ?


Sdělení popisuje novou metodu reverzní hybridizace na mikrotitračních destičkách k rychlému screeningu HLA genotypu. 


Archivované sérum se ukazuje jako platný zdroj DNA tam, kde není možné získat plnou krev k extrakci DNA.


Poprvé je použita DRB1*04 subtypizace k zpřesnění výběru nejrizikovějších jedinců.
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