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Odlisna dédi¢nost, rozdilny klinicky
prabéh a rtizné riziko chronickych
komplikaci nas nuti pfesnéji klasifi-
kovat diabeticky syndrom u déti
i dospélych. Etiopatogenetickd klasi-
fikace pak ma zcela zasadni vyznam
pro predikci a prevenci diabetes mel-
litus 1. typu (DM1). Vybor expertt
pro Kklasifikaci a diagnézu diabetu
Americké diabetologické spole¢nosti
(ADA) navrhl rozdélit DM1 do
2 podtypt: diabetes mellitus 1. typu
A - autoimunitni typ diabetu a idio-
paticky (non-imunitni) diabetes ty-
pu B [10,11].

Pro potteby praktické diabetologie
je uvedené rozdéleni urcitym piino-
sem, podtyp B vsak neni piesné defi-
novan a uzivana klasifikace se tak
opravnéné stava predmétem kritiky
fady diabetologtl. Idiopaticky typ je
definovan jako inzulinodependentni
diabetes bez pfitomnosti autoproti-
latek. Autoprotilatky vsak nejsou
u destruktivni inzulitidy hlavnim
efektorovym systémem, naprosta
vétsina z detekovanych autoprotild-
tek neni cytotoxickd, a proto jejich
nepfitomnost autoimunitni inzuliti-
du nevylucuje. I z téchto davoda je
uvedend ADA klasifikace predevsim
pro potieby vyzkumu nepostacujici.

Zatimco u malych dét je k mani-
festaci DM1 nezbytna destrukce
70-80 % B-bunék Langerhansovych
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ostriivkdl, u starsich déti a mladych
dospélych postaci destrukce 40-50 %
B-bunék a u starsich osob je pfi ma-
nifestaci DM1 ireverzibilné znice-
no jen 30-40 % B-bunék. Tento zna-
my fakt je zpusoben vzestupem
inzulinové rezistence v zavislosti na
véku postizeného jedince [13]. Prove-
dené zahrani¢ni pilotni studie uka-
zuji, Zze u necelych 40 % osob s DM1
se onemocnéni manifestuje pred
20. rokem véku. Incidence DM1 se
snizuje ve 4. dekadé zivota a znovu se
zvysuje v 5. az 7. dekadg, takze osoby
s DM1 tvoii asi 10 % vsech diabe-
tickych pacientti [4,12]. Protoze vSak
v incidenci DM1 existuji zna¢né ra-
sové, ale i etnické a regiondlni rozdi-
ly, nelze jednoduse tyto epidemiolo-
gické udaje aproximovat na nasi
populaci, ale je potfeba provést po-
dobné studie i v naSich zemich.
DM1 mad prevazné non-familidrni
vyskyt a pouze 5-10 % nové mani-
festovanych pacientt1 jsou sourozen-
ci diabetickych pacientd ¢ déti
diabetickych rodi¢t [16]. Riziko pro
dité diabetického otce nebo mat-
ky, u které se objevil diabetes po
téhotenstvi, ¢ini asi 6-7 %. Riziko
ditéte matky, u niz se diabetes ma-
nifestoval jiz pied téhotenstvim, se
v8ak snizuje na 1-2 %. Je tedy zfejmy
vliv faktort zevniho prostiedi na
manifestaci a pribéh autoimunitni

inzulitidy. Snizeni genetického rizika
u déti matek s manifestaci diabetu
pred téhotenstvim nepochybné svéd-
¢ pro vyznamnou imunologickou
interakci mezi matkou a plodem pfi
prenatdlnim navozovidni imunolo-
gické tolerance vii¢i autoantigentim.

Prvostupiiovi pifibuzni diabe-
tickych pacienttt vSak predstavuji
velmi nehomogenni skupinu, uvnitf
které se geneticky podminéné riziko
li3i o jeden az dva rady. Jako u vSech
polygenné vadzanych onemocnéni je
1 genetické riziko DM1 podminéno
polymorfizmy fady genti, které ov-
liviiuji funkei systému ziskané imu-
nity a jsou oznacovany jako IDDM
geny. V soucasnosti je identifikovana
fada genetickych markert s pozitiv-
ni asociaci s DM1 (IDDM1 az
IDDM18 geny).

Nejvétsi ¢ast genetického rizika je
vazdna na polymorfizmy HLA mole-
kul II. tfidy (pfedev§im na lokusy
HLA-DQ a HLA-DR), které jsou
soucasti IDDM1 genu a hraji klico-
vou roli pfi rekognoskaci sekvenc-
nich epitoptl antigen prezentujici-
mi buiikami [14]. V nas$i populaci
jsous DM1 pozitivné asociova-
ny alely DQB1%¥0302, DQB1*0201
a DQA1*03, zatimco negativné alely
DQB1*0602, DQB1*0301, DQB1*0603,
DQB1#0503 + DQA1*01, DQA1*02.
Z genotypi, které jsou v ceské
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populaci signifikantné asocioviny
s DMI, prinasi nejvyssi riziko
DQB1*0201/0302. Frekvence jednotli-
vych genotypti a haplotypt se vy-
znamné li$i mezi rasami i etnickymi
skupinami, a proto bylo nezbytné
stanovit miru genetického rizika
i pro ¢eskou populaci [17].

Vliv DR4 pozitivity byl po zavede-
ni genotypizace na DQB1 objasnén
tim, Ze u diabetickych pacientt se na
haplotypu s DR4 nachazi pfevazné
(az v 95 %) rizikova alela DQB1%0302,
kdeZto u nediabetickych kontrol je
pomér populacnich frekvenci mezi
DR4-DQB1*0302 a DR4-DQB1*0301
vyvazen. Rizikova alela DQB1*0302 se
lisi od protektivni alely DQB1*0301
nepfitomnosti aspartatu na 57. pozi-
ci aminokyselinového fetézce, a pro-
to byla negativita pro tuto aminoky-
selinu dlouho povazovina za mole-
kularni vysvétleni rizika pro diabetes
1. typu [2,9].

S rozvojem molekuldrni genetiky
vSak byla tato hypotéza opusténa,
protoze mezirasové studie v asij-
skych populacich neprokazaly signi-
fikantni protektivitu alel DQB1 s as-
partitem na S57. pozici pro DML
Hlubsi analyza DQA1 a DRB1 vaza-
nych s DQB1 57nonAsp alelami rov-
néz prispéla k nové formulaci vyse
uvedené hypotézy. Kuptikladu
DQA1#02-DQB1*0201/DQA1*03-DQ
B1#0302 & DQA1*05-DQB1#0201/
/DQA1*05-DQB1*0201 pfindSeji fa-
dové niz$i riziko DMI1 nez
DQA1*05-DQB1*0201/DQA1#*03-DQ
B1*0302, pfestoze vSechny ze jmeno-
vanych genotypt jsou homozygotni
pro DQB1 57nonAsp. K objasnéni
téchto rozport byl navrzen rozsifeny
model, jenz zahrnuje mimo DQB1
S57nonAsp dalsi aminokyselinu jako
prediktor rizika: pfitomnost argini-
nu na DQA1 v pozici 52 [3].

S postupujicim poznanim se viak
i tento model ukazal nevyhovujicim.
Z fyzikalné-chemickych studii i ze
statistickych vypoctt zalozenych na
rozsahlych molekularné epidemiolo-
gickych studiich je zfejmé, Ze se na

riziku DM1 podili celd molekula
HLA-DQ jako heterodimer obsahu-
jici DQA1L a DQBI1 fetézce. Oba tyto
fetézce maji nékolik variabilnich
mist, jimiz se navzajem lisi a jez pfi-
spivaji k mife rizika DM1 [8]. VySet-
fovani alel nesoucich DQB1 57no-
nAsp ¢i DQA1 52Arg pro stanoveni
genetického rizika lze jen zéasti vy-
uzit u homozygotti, protoze v téchto
ptipadech neni tfeba zvazovat pro-
tektivni ¢i rizikovy vliv druhé alely
[15]. Nové molekuldrné genetické
metody, které umoznuji presnéjsi
odliseni jednotlivych polymorfizmu
HLA molekul, vSak jiz odsunuly
zminény diagnosticky postup do
pozadi.

V nasem souboru 158 diabetic-
kych déti a 44 non-diabetickych
kontrol jsme na DQB1*0302 haploty-
pech nalezli 5 subtyptt HLA-DRB1#04
z téch, které mohly byt nasi meto-
dou identifikovany. Alela DRB1*0403
byla silné negativné asociovina
s DM1, zatimco ostatni subtypy aso-
ciaci nevykazovaly.

Asociace inzulinového genu
s DM1 byla poprvé prokdzina roku
1984 ve studii, kterd navrhovala
oblast VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) jako potencidlni
etiologicky polymorfizmus. Inzuli-
novy gen obsahuje ale fadu poly-
morfizm@ a po vylouceni diale-
lickych polymorfizmu byla skute¢né
primérni etiologicka role potvrzena
pro VNTR v oblasti IDDM2 genu
[1,5]. Rizikovost tohoto genu se pro-
jevuje zejména v populacich s méné
rizikovymi HLA genotypy [6].

Metodou Southern blotu mohou
byt alely inzulinového genu rozcle-
nény do 3 tfid podle délky VNTR.
V kavkazské populaci je nejkratsi tfi-
da I pozitivné asociovdna s DM]I,
stiedni tfida II se téméi nevyskytuje
(je Castéjsi u afroamerické populace)
a nejdelsi alely III. tfidy jsou negativ-
né asociovany s diabetem. Pro-
tektivni efekt alel III. tfidy se zd4 byt
dominantni nad rizikem pfinage-
nym alelami L. tfidy. Neddvné studie

ukazuji, ze troven rizika alely neni
déna pouze jeji délkou, ale i druhem,
poc¢tem a uspofadanim rozdilnych
elementt v ni a dalezitou roli mtize
hrit i fenomén tzv. parentilniho
imprintingu. Vliv rizikové ¢éi pro-
tektivni alely se totiz muze lisit v z4-
vislosti na pohlavi rodice, ktery zmi-
nénou alelu prenesl. Biologicka tlo-
ha VNTR polymorfizmu spociva
v modulaci genové exprese inzulino-
vého genu v dendritickych bunkdch
v thymu v priibéhu ontogenetického
vyvoje, kterd je v reciprocnim vzta-
hus postnatdlni genovou expresi
v B-bunikach ostriivkt. VNTR poly-
morfizmus ovliviiuje transkripci in-
zulinového genu prenatalné v thymu
regulaci exprese jedné ze dvou rodi-
covskych alel, a tim zaroven ovliviiu-
je negativni selekci autoreaktivnich
T lymfocytt pfi navozovani centrdl-
ni imunologické tolerance vici
proinzulinu/inzulinu [7].

V oblasti inzulinového genu se na-
chazi deset polymorfizmi asociova-
nych s DM1. Etiologicky polymor-
fizmus VNTR v pozici -365 je vel-
mi naroény na vySetfovani, protoze
jeho oblast nelze amplifikovat po-
moci PCR. K odhadu rizika pfindse-
ného inzulinovym genem je vsak
mozné vyuzit bodovych poly-
morfizm® (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism), které jsou s primar-
nim VNTR vaziany. Nejtésnéji jsou
vazany polymorfizmy -23 Hphl
a +1127 Pstl, které jsme vybrali i pro
nasi studii u 166 diabetickych déti
a 143 kontrol.

Jak -23 Hphl, tak +1127 Pstl poly-
morfizmy inzulinového genu pfind-
$eji v nasi populaci signifikantni rizi-
ko DM1. Polymorfizmus -23 Hphl
3,2) nez polymorfizmus +1127 Pstl
(OR = 2,4). Riziko pfindsené -23 Hphl
je srovnatelné s rizikem pfindsenym
napfiklad DQB1*0201 pozitivitou.
Polymorfizm inzulinového genu je
tedy mozné vyuzit i ke genetické pre-
dikci DM1.
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V nas$i studii jsme stanovili normy
détského véku pro 3 nejcastéji vyset-
fované autoprotilatky proti moleku-
larné definovanym ostriivkovym anti-
gentm: JIAA, anti-IA2 a anti-GADG6S.
U naseho souboru 105 nové mani-
festovanych déti byla alespon jedna
z autoprotildtek pritomna u 94 % dé-
ti a u 67 % déti byly pozitivni nejmé-
né dvé autoprotilatky. Naopak u 6 %
nové manifestovanych pacientd ne-
byla zjisténa pritomnost zadné z vy-
Setfovanych protilatek. Autoproti-
latky proti inzulinu byly prokazany
predevsim u déti s manifestaci
DM1 pred patym rokem véku, a to
u 87 % pacientd.

Zatimco ve skupiné 50 prvostup-
novych pribuznych s nejvy$$im gene-
tickym rizikem DM1 byla pozitivita
jedné nebo vice protilatek zjiSténa
u 24 % jedincti, byla ve skupiné
72 ptibuznych s nejniz§im genetic-
kym rizikem protilatkova pozitivita
prokdzina jen u 5,6 % vysetienych
a na rozdil od prvni skupiny se
u zadného z této skupiny diabetes
dosud nemanifestoval. Vysetfovani
kombinace protilitkovych markert
umoziuje detekci stfednédobého
a kratkodobého rizika DM1 u jedincti
se zvy$enym genetickym rizikem.

Dnes jiz dokdzeme s vysokou prav-
dépodobnosti predikovat DM1, a to
predevsim u rizikové populace. Pro-
to dal$im krokem, ktery logicky na-
sleduje, je testovani postupti a me-
tod primarni, sekundarni i tercial-
ni prevence diabetu u ohrozenych
jedinct.

V ramci probihajicich projektt pri-
maérni prevence, tedy pied manifes-
taci DM, se Ceska republika podili
na feSeni tzv. ,World wide research®
projektu TRIGR (Trial to Reduce
IDDM in the Genetically at Risk),
ktery je koordinovian NIH (National
Institutes of Health).

Cilem tohoto mezinirodniho pro-
jektu je objasnéni vlivu hovézich bil-
kovin na manifestaci diabetu u no-
vorozenclt s definovanym genetic-
kym rizikem a s vyskytem DMI1
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u nékterého z prvostupiiovych pii-
buznych. Ve studii budou screenova-
ny vice nez 4 000 novorozencii a po
stanoveni genetického rizika bude
randomizovano asi 2 000 déti. Do
prospektivni, zaslepené studie jsou
zafazovani novorozenci s rizikovymi
genotypy pro DM1 (HLA-DQB1*
0302 a/nebo -DQB* 02). Zatazené dé-
ti dostdvaji pti nedostate¢ném nebo
nemozném kojeni misto béznych ko-
jeneckych pripravki vysoce hydroly-
zovany nutri¢ni pfipravek do 6 az
8 mésicti véku. V 7 participujicich
centrech CR bylo dosud screenovino
227 novorozencti a do studie bylo za-
fazeno 90 dédi. Studie je dvojité za-
slepend a predpokladand doba jejiho
trvani je 10 let. Prvni vysledky budou
zvefejnény v New England Journal of
Medicine, az nejmladsi dité zarazené
do studie dosdahne véku 6 let.

V ramci sekunddrni prevence, je-
jimz cilem je prodlouzeni postini-
cidlni remise pacientti u s DM1, pro-
bih4d v soucasnosti multicentricka,
randomizovand, dvojité zaslepend
a placebem kontrolovand studie za-
méfend na sekundarni prevenci
DML. Do studie, kterd byla schvéle-
na FDA (U.S. Food and Drug Admi-
nistration - Utad pro kontrolu po-
travin a lé¢iv), je zafazeno 188 pacien-
td s nové diagnostikovanym DM1 ve
véku 12-35 let z 9 statll, zafazeno
bylo také 26 ceskych déti (Praha,
Olomouc).

Studie sleduje vliv aplikace tzv. ,al-
terované peptidické ligandy - APL“
na prubéh autoimunitni inzulitidy
po manifestaci DM1. APL je modi-
fikovana c¢ast B-fetézce inzulinové
molekuly. Epitop, obsahujici 9. az
23. aminokyselinu B-fetézce, je hlav-
nim sekvenénim epitopem inzulino-
vé molekuly. Alterovand liganda ma
zaménénou 16. a 19. aminokyselinu
peptidického fetézce a po jeji re-
kognoskaci systémem ziskané imu-
nity dochazi k inkompletni aktivaci
T-lymfocytt. Lymfocyty aktivované
APL totiz neprochdzeji restrikénim

bodem v pozdni G, prolifera¢ni fazi
a podléhaji apoptdze. Vysledky bu-
dou publikovany po ukonéeni studie
v Casopisu Diabetes.

Predikce a prevence DMI1 otevird
nové moznosti a davd nadéji radé
ohrozenych jedincti. Rozvoj novych
diagnostickych i terapeutickych moz-
nosti posouva preventivni diabetolo-
gii z oblasti snti do svéta reality.

Literatura

1. Bennett ST, Lucassen AM, Gough SC
et al. Susceptibility to human type 1 dia-
betes at IDDM2 is determined by tan-
dem repeat variation at the insulin gene
minisatellite locus. Nat Genet 1995; 9:
284-292.

2. Dorman JS, La Porte RE, Stone RA et
al. Worldwide differences in the inci-
dences of type I diabetes are associated
with amino acid variation at position
57 of the HLA-DQ B chain. Proc Natl
Acad Sci 1990; 87: 7370-7374.

3. Gutierrez-Lopez MD, Bertera S,
Chartres MT et al. Susceptibility to Type
1 (insulin-dependent) diabetes mellitus
in Spanish patients correlates quantitati-
vely with expression of HLA-DAa: Arg 52
and HLA-DQB non-Asp 57 alleles.
Diabetologia 1992; 35: 583-588.

4. Libman I, Songer T, LaPorte R. How
many people in the U.S. have IDDM?
Diabetes Care 1993; 16: 841-842.

5. Lucassen AM, Julier C et al. Susceptibi-
lity to insulin dependent diabetes melli-
tus maps to a 4.1 kb segment of DNA
spanning the insulin gene and associa-
ted VNTR. Nat Genet 1993; 4: 305-310.

6. Metcalfe KA, Hitman GA, Fennessy
MJ et al. In Finland insulin gene region
encoded susceptibility to IDDM exerts
maximum effect when there is low
HLA-DR associated risk. Diabetologia
1995; 38: 1223-1229.

7. Miceli D, Zeller M, Dogra R. Insulin
gene expression and imprinting in pan-
creas and lymphoid organs. Diabetes
1999; 48(Suppl 1): A 824.

8. Mijovic CH, Jenkins D, Jacobs KH et
al. HLA-DQAI1 and -DQB1 alleles asso-
ciated with genetic susceptibility to
IDDM in a black population. Diabetes
1991; 40: 748-753.

9. Morel PA, Dorman JS, Todd JA et al.
Aspartic acid at position 57 of the HLA-
DQ beta chain protects against Type 1

Vniti Lék 2005; 51(11) m—————



—— WWW.VNitrnilekarstvi.cz

diabetes. Proc Natl Acad Sci 1988; 85:
8111-8116.

10. Report of the Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Dia-
betes Mellitus. Diabetes Care 1997; 20:
1183-1197.

11. Report of the Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Diabe-
tes Mellitus. Diabetes Care 1999; 22: 5-19.
12. Rewers M. The changing face of the
epidemiology of insulin-dependent dia-
betes mellitus (IDDM): Research designs
and models of disease causation. Ann
Med 1991; 23: 419-426.

13. Rewers M, Norris J, Dabelea D. Epi-
demiology of type 1 diabetes. In:
Eisenbarth GS. Type I diabetes: Molecu-
lar, cellular, and clinical immunology.

Barbara Davis Center for Childhood
Diabetes, Online Edition Version, Se-
cond Edition 2004: 56-87.

14. Ronningen K, Spurkland A. HLA
class II associations in insulin-depen-
dent diabetes mellitus among black,
Caucasoids and Japanese. In: Tsuji K,
Aizawa H. Proceedings of the Eleventh
International Histocompatibility Work-
shop and Conference. Oxford: Oxford
University Press 1993: 713-722.

15. Undlien DE, Friede T et al. HLA-
encoded genetic predisposition in
IDDM: DR4 subtypes may be associated
with different degrees of protection. Dia-
betes 1997; 46: 143-149.

16. Vaviinec J, Cinek O. Autoimunitni
inzulitida a diabetes mellitus 1. typu. In:

Diabetes mellitus 1. typu a autoimunita

Perusicova J. Trendy soudobé diabetolo-
gie. Praha: Galén 2000; 4: 129-158.

17. Vavfinec J, Cinek O, Sumnik Z. Gene-
tické a imunologické aspekty diabetu
L typu v détském véku. Ces Slov Pediat
2000; 55: 707-711.

prof: MUDr. Jan Vaviinec, DrSc.
Pediatrickd klinika 2. LF UK

a FN Motol, Praha

www.fnmotol.cz

e-mail: jan.vavrinec@Ifmotol.cuni.cz

Doruceno do redakce: 7. 3. 2005

www.vnitrnilekarstvi.cz

1235




