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1. Introducere

Diabetul zaharat insulinodependent (IDDM = Insulin Dependent Diabetes Mellitus) reprezintă o colecţie de sindroame caracterizate fenotipic prin distrugerea, frecvent autoimună, a celulelor B pancreatice, deficitul secretor de insulină şi hiperglicemia cronică. Din punct de vedere etiopatogenic, IDDM este o afecţiune multifactorială, în care balanţa dintre factorii genetici şi de mediu determină sau nu, apariţia diabetului. Regiunile IDDM1 (6p21) şi IDDM2 (11p15.5) reprezintă locusurile principale ale susceptibilităţii genetice pentru IDDM. 

Prin frecvenţa şi complicaţiile sale IDDM reprezintă una din problemele medicale majore ale acestui secol. World Health Organizations şi International Diabetes Federations au estimat numărul diabeticilor, în anul 1992, la 100 milioane, în 2000 la 150 milioane, iar pentru anul 2025 sunt estimate aproximativ 300 milioane cazuri. Dintre aceştia, 10-12% sunt diabetici insulinodependenţi.(1). În România, incidenţa IDDM pentru grupa 0-14 ani, este de 4-5/100.000 persoane, fiind una din cele mai mici din Europa.(2, 18). IDDM este aproape necunoscut în unele populaţii asiatice (chinezi, indieni), oceanice (malaiezieni, micronezieni) şi este rar întâlnit la amerindieni şi eschimoşi.

2. Metode de investigare a componentei genetice în diabetul zaharat uman

Heterogenitatea clinică şi genetică a IDDM nu permite evidenţierea unui model etiopatogenic unic. În modelul general, balanţa dintre factorii de rezistenţă şi predispozanţi (genetici şi de mediu) influenţează declanşarea autoimunităţii antipancreatice, care reprezintă mecanismul principal de distrugere a celulelor B pancreatice. Legătura dintre factorii genetici şi autoimunitate justifică eforturile depuse pentru identificarea markerilor genetici asociaţi cu diabetul. 

Implicarea factorilor genetici în diabetogeneză este apreciată prin:

2.1 Asocierea unor afecţiuni genetice cu diabetul.

Au fost descrise aproximativ 40 de sindroame genetice ( ex. fibroza chistică a pancreasului, deficienţa poliendocrină, hemocromatoza, talasemiile, deficitul de alfa 1 antitripsină, ataxia Friedreich), care pot asocia fenotipic IDDM. Componenta genetică a acestor afecţiuni permite investigarea heterogenităţii genetice a diabetului. (3)

2.2 Agregarea familială a cazurilor

Existenţa unui teren familial pentru diabet a fost evidenţiată prin realizarea anchetelor familiale. Rudele de grad 1, ale persoanelor afectate de IDDM, au un risc de apariţie a IDDM de 15 ori mai mare comparativ cu populaţia generală.(4, 17) 

2.3 Studiul gemenilor

Studierea concordanţei gemenilor mono sau dizigoţi evidenţiază importanţa factorilor genetici şi de mediu în diabetogeneză. Diferenţele existente între gemenii monozigoţi sunt datorate unor factori care nu sunt codificaţi în linia germinală (factori de mediu, rearanjamentele randomice ale imunoglobulinelor şi ale receptorului celulelor T).


Concordanţa gemenilor monozigoţi pentru IDDM este de 30-70% (dacă un geamăn este afectat, al doilea frate are şanse de 30-70% să dezvolte boala), la gemenii dizigoţi de 10%, iar în fratria obişnuită de 6% (5). Diferenţele relativ mari obţinute depind de grupul etnic investigat, durata studiului, metodele de investigare.

2.4 Markeri genetici 

Studiile predispoziţiei genetice pentru IDDM au fost îndreptate asupra unor regiuni variate din genomul uman (tabelul 1) (6). Dintre locii studiaţi, doar IDDM1 şi IDDM2 au fost constant asociaţi cu IDDM. Cei doi loci asigură 50-60% din susceptibilitatea genetică pentru IDDM, locusul IDDM2 contribuind cu aproximativ 10% la această susceptibilitate. Locusul IDDM1 este responsabil pentru aproximativ 30-50% din cazurile de agregare familială de IDDM.(5). Corelarea celorlalţi loci cu diabetul este inconstantă şi prezintă diferenţe interpopulaţionale. Nivelul asocierii acestor loci cu IDDM depăşeşte puţin nivelul minim al semnificaţiei statistice.

Tabelul 1 - Markeri genetici asociaţi cu IDDM
Denumirea locilor a fost stabilită prin convenţie. IDDM = Insulin Dependent Diabetes Mellitus, numărul corespunde ordinii în care au fost descoperiţi.

Locus
Localizare

IDDM 1
6p21

IDDM 2
11p15

IDDM 3
15q26

IDDM 4
11q13

IDDM 5
6q25

IDDM 6
18q12-q21

IDDM 7
2q33

IDDM 8
6q27

IDDM 9
3q21

IDDM 10
10p13-q11

IDDM 11
14q24-q31

IDDM 12
2q33

IDDM 13
2q33

IDDM 15
6q21

IDDM 17
10q25

IDDM 18
5q31.1-q33.1

D14S70-D14S276
14q12-q21

D16S515-D16S520
16q22-q24

D19S247-D19S226
19p13

D19S225
19p13

D1S1644-AAGT
1q

3. Regiunea IDDM2 - prezentare generală

Regiunea IDDM2 este localizată 11p15, se întinde pe 4,1Kba şi cuprinde gena pentru insulină, în întregime şi regiunile învecinate. În această regiune au fost identificate mai multe polimorfisme, reprezentate de SNP (Single Nucleotide Polimorfism) şi INS-VNTR (Număr Variabil de Repetiţii în Tandem) plasat în amonte de gena insulinei. 

Gena insulinei a fost secvenţiată de Bell (1980). Localizarea genei pe braţul scurt al cromozomului 11, a fost stabilită prin utilizarea hibrizilor celulari om-şoarece (Owerbach, 1980). Localizarea precisă a genei în regiunea 11p15.5, s-a stabilit cu ajutorul tehnicii FISH (Harper şi Saunder 1981). 

Gena insulinei este alcătuită din 3 exoni şi 2 introni. Exonul 2 codifică pentru peptidul semnal, catena B şi parţial peptidul C, iar exonul 3 codifică pentru restul din peptidul C şi catena A. 

Gena insulinei are un număr relativ redus de alele, dintre care cele mai cunoscute sunt: insulina Chicago, insulina Los Angeles, insulina Wakazama, Ins HIS10ASP, Ins ARG65Leu, Ins ARG65PRO, Ins ARG65HIS, Ins HIS10ASP. Variantele genei insulinei se asociază mai ales cu toleranţă alterată la glucoză şi diabet insulinoindependent. Dată fiind frecvenţa redusă cu care sunt întâlnite variantele insulinei, contribuţia lor la patologia umană nu este semnificativă. 

Polimorfismele genetice din regiunea IDDM2
Principalele polimorfisme întâlnite în regiunea IDDM2 sunt reprezentate de:          -2733 A/C, -2221 MspI, -569 VNTR, -23Hph, +805 DraIII, +1127 PstI, +1140 A/C, +1140A/C, +1355 T/C, +1404 Fnu4HI, +1428 FokI. (figura 1).


Figura 1.  Reprezentarea schematică a regiunii TH-INS-IGF2 (corespunzătoare locusului IDDM2).

Regiunea IDDM2 se întinde pe 4,1Kba şi este delimitată de HUMTH01 şi polimorfismul 3123A/G. Sunt figurate cele 10 polimorfisme investigate pentru asocierea cu diabetul. Regiunile deschise, închise, haşurate reprezintă intronii, exonii şi respectiv regiunile netranslatate. Triunghiul reprezintă locusul INS-VNTR. Poziţia polimorfismelor reprezentate este în raport cu codonul de iniţiere ATG (+1) al insulinei. (TH- gena tirozinhidroxilaza, INS – gena insulinei, IGF2 – gena pentru IGF2).
Stabilirea polimorfismului primar responsabil de asocierea cu IDDM, a fost dificilă datorită linkage-ului strâns care există între polimorfismele din regiune. O atenţie deosebită s-a acordat cazurilor în care comportamenul preconizat al alelele SNP era discordant faţă de cel al INS-VNTR. Analiza acestor cazuri a evidenţiat că INS-VNTR este polimorfismul cel mai constant asociat cu diabetul. Asocierea celorlalte polimorfisme din regiune cu IDDM, este datorată linkage-ului strâns existent între aceste polimorfisme şi INS-VNTR. Studiile ulterioare nu au putut clarifica dacă INS-VNTR în sine este diabetogen sau acesta este doar un marker pentru alţi loci diabetogeni de care acesta este strâns linkat. (7, 8) 

INS-VNTR (Insulin VNTR)
VNTR-urile (Variable Number of Tandem Repeats) sunt polimorfisme răspândite în genom mai ales în regiuni necodificatoare şi mai puţin în cele codificatoare sau cu rol reglatoare. VNTR-urile prezintă variaţii inter-individuale foarte mari, atât ca număr de repetiţii cât şi ca mod de interspersie a secvenţelor repetate, motiv pentru care sunt utilizate în cartarea genică şi în medicina legală. Funcţia acestor minisateliţi rămâne aproape necunoscută. Câteva exemple de gene ce conţin VNTR-uri în regiunile codificatoare sunt: familia apolipoproteinelor umane, gena HEP (human epithelial mucin), involucrin, loricrin, SPR (small proline rich) sau în regiuni cu rol reglator al expresiei genice: gena H-ras (creşte riscul dezvoltării de cancere ereditare în mai multe ţesuturi – colon, sân), gena transportorului serotoninei (asociată cu susceptibilitatea pentru depresii majore) (9) 

INS-VNTR este unul dintre primele VNTR-uri descoperite în genomul uman. A fost identificat prin tehnica RFLP. Polimorfismul este localizat la 363 ba, în amonte de situs-ul start transcripţional al insulinei şi este delimitat în amonte, de secvenţa CTGGG3’, iar în aval de secvenţa ACAG3’(10). Iniţial, INS-VNTR a fost considerat ca aparţinând genei insulinei, dar rolul său în funcţionarea genei este incert.

Clasificarea INS-VNTR
La nivel populaţional, pe baza lungimii INS-VNTR, s-au descris trei clase de polimorfisme: clasa I –de 0,4 - 0,9 Kba, clasa II –are în medie 1,2 Kba (este rar întâlnită în populaţia caucaziană şi mai frecvent în populaţia negroidă) şi clasa III –care are mai mult de 2Kb.

Clasele INS-VNTR au fost subâmpărţite, pe baza numărului de unităţi repetate, în subclase: clasa I (cuprinde alelele scurte) alcătuite din 26-63 repetiţii, clasa II (intermediară ca mărime) are în medie 80 de repetiţii, clasa III (lungă) cu 140-200 repetiţii. Subclasele diferă în lungime printr-o unitate de repetiţie (14 ba). 

Unitatea de repetiţie a polimorfismului are lungimea de 14-15 ba şi secvenţa consensus „ACAGGGGTGTGGGG”. Analiza detaliată a acestui polimorfism a evidenţiat existenţa unor variante ale unităţii de repetiţie. Secvenţele unitaţilor de repetiţie, identificate până în acest moment sunt prezentate în tabelul 2. 

Distribuţia în populaţie a clasei III de INS-VNTR este normală (gaussiană), în timp ce clasa I are o distribuţie trimodală, cu picurile reprezentate de subclasele cu 31 (alela 655), 40 (alela 786) şi 42 (alela 814) repetiţii (8).

Tabelul 2:Variante ale unitaţilor de repetiţie din  INS-VNTR-ul  uman
Repetiţia
Secvenţa

a
ACA   GGGG  TG.T    GGGG

b
 - - -     - - - -       - C.-      -  -  - -  

c
 - - -     - - - -       - CC-    - - - -

d
 - - -     - - - -       - CCC   -  - - -

e
 - T -    - - - -       - - .-      - -  - -

f
 - T -    - - - -       - - .-      - T - -

g
 - - -     - - - -       - C.-       -  A  - -

h
 - - -     - - - -       - - .-      -  -  - C

i
 - - -     - - - -       - CC-    - -  - -

j
 - - -     - - - -       - -.-       -  A  - -

k
 - - -     - - - -       - CCG   -  -  - -

l
 - - -     - - - -       - CCC    -  -  - T

m
 - - -     - - - -       - C.G     TA -  - -

“–“ = nucleotide identice cu secvenţa d e referinţă, “.“ = spaţii pentru alinierea secvenţelor.

Corelarea INS-VNTR cu nivelul de transcripţie genică 

Polimorfismul INS-VNTR nu este transcris, implicarea sa în diabetogenză realizându-se, probabil prin modularea nivelului de expresie a genei pentru insulină şi/sau IGF2
În declanşarea IDDM sunt implicate trei ţesuturi: timusul, care reprezintă locul dezvoltării toleranţei imune a organismului, pancreasul, care este ţinta atacului autoimun, şi leucocitele, care mediază distrugerea celulelor B pancreatice. Efectul INS-VNTR asupra transcripţiei genice a fost studiat mai ales în aceste ţesuturi. Clasele de VNTR au efecte în general antagoniste, dependete de organul investigat.

În timus, alelele de clasă III asigură un nivel de insulină crescut, spre deosebire de clasa I. Alelele clasă III (protective), în perioada maturării sistemului imun, pot induce o selecţie negativă eficientă a limfocitelor insulin-specifice, şi o toleranţă mai bună a sistemului imun pentru insulină. În acest mod şansele declanşării răspunsului antiinsular sunt diminuate (11). În contrast, homozigoţii de clasă I, prezintă nivele scăzute de insulina ce pot fi asociate cu o excludere clonală deficientă a celulelor T autoreactive şi predispoziţie pentru autoimunitate antiinsulară. Rezultatul transcripţiei insulinei în timus este proinsulina, celulele timice nu posedă, mecanisme care să asigure transformarea proinsulinei în insulină. Exprimarea proinsulinei poate fi suficientă pentru obţinerea toleranţei, de vreme ce epitopii dominanţi identificaţi ca ţinte ale răspunsului autoimun insulinic în IDDM1 sunt comuni atât insulinei cât şi proinsulinei.

Acest model propus pentru asocierea INS-VNTR- IDDM, nu exclude un posibil efect al VNTR-ului asupra altor gene din vecinătate (ex. IGF2). În perioada fetală, VNTR de clasa I este asociat cu creşterea exprimării IGF2 în placentă(21), efect care nu a fost la fel de evident în timus, pancreas şi leucocite (12).

Efectul dependent de origine al IDDM2.

Amprentarea genomică presupune realizarea în gametogeneză a unui marcaj epigenetic diferit în funcţie de originea parentală a genelor. Rezultatul marcajului este transcrierea exclusivă a unei alele, cel puţin în unele etape de dezvoltare sau ţesuturi. Genele amprentate sunt implicate în creşterea fetală, dezvoltarea placentei, proliferarea celulară şi comportamentul adultului. Pierderea amprentării sau amprentarea anormală este asociată cu afecţiuni genetice umane (de ex. Sindromul Prader-Willi şi Angelman, Sindromul Beckwith-Wiedemann, Sindromul Silver-Russell) (13).

Genele amprentate sunt organizate în general în domenii multigenice. Regiunea 11p15.5 conţine un astfel de domeniu, alcătuit din cel puţin opt gene amprentate (TSSC3, TSSC5, p57KIP2, KVLQT1, ASCL2, IGF2, H19): şase exprimă alela maternă iar două, alela paternă. Organizarea acestui domeniu este complicată de identificarea a două subdomenii amprentate, separate de o regiune ce conţine gene, printre care şi gena insulinei, care aparent scapă amprentării. Genele IGF2 şi H19 sunt plasate în apropierea genei pentru insulină. Gena IGF2 este transcrisă exclusiv de pe cromozomul patern, cu excepţia leucocitelor, unde amprentarea este mai relaxată, gena H19 este transcrisă exclusiv de pe cromozomul matern. (14). Deşi în sacul vitelin, s-a evidenţiat amprentarea genelor pentru insulină, IGF2 şi H19 (15), în marea majoritate a studiilor efectuate în perioada fetală şi la adult, nu s-a putut evidenţia amprentarea insulinei.    

4 Corelarea INS-VNTR cu afecţiuni multifactoriale (IDDM, NIDDM, sindromul ovarului polichistic, greutate la naştere, obezitate în copilărie)
Frecvenţa homozigoţilor clasă I, la caucazienii sănătoşi este de 50-60%, iar la diabetici de 75-80% (10). Frecvenţa ridicată a INS-VNTR de clasă I, la persoane nediabetice a făcut dificilă utilizarea polimorfismului ca marker genetic pentru diabet. Riscul relativ de apariţie a diabetului la persoanele cu genotip I/I, este de 2-5 ori mai ridicat comparativ cu persoanele care au genotip I/III sau III/III. La polul opus, se găsesc aproape toate alelele de clasă III care conferă protecţie pentru apariţia IDDM. În cadrul VNTR clasă III s-au descris două subtipuri de polimorfisme protective: VPH (Very Protective Haplotype) şi PH (Protective Haplotype).

Corelarea INS-VNTR clasă III cu NIDDM şi sindromul ovarului polichistic este mai puţin evidentă comparativ cu asocierea clasă I VNTR - IDDM1.

Corelarea claselor INS-VNTR cu greutatea la naştere şi obezitatea în copilărie este inconstantă şi, în unele cazuri rezultatele sunt contradictorii. Uneori s-a constatat un exces al transmiterii alelelor de clasă I de la părinţii heterozigoţi (I/III) la copiii obezi. (16). Alte studii au corelat alelele de clasă III cu creşterea greutăţii la naştere, şi NIDDM. Legătura dintre INS-VNTR şi obezitatea copiilor se realizează, probabil, prin modificarea nivelului de exprimare al insulinei şi IGF2, în perioada intrauterină şi postnatală. Insulina şi IGF2 sunt factori de control ai creşterii intrauterine şi postnatale şi ai acumulării lipidelor la sfârşitul perioadei de gestaţie. 

Mecanismele probabile ale implicării IDDM2 în patologia umană.

INS-VNTR nu alterează secvenţele codificatoare ale genelor vecine ( insulină şi IGF2), motiv pentru care s-a presus că polimorfismul modulează nivelul de exprimare al genelor din vecinătate. La adulţii sănătoşi, s-au găsit diferenţe minime ale nivelului insulinei, corelate cu clasele de INS-VNTR. Aceste diferenţe minime nu pot justifica declanşarea răspunsului autoimun antipancreatic şi apariţia diabetului. Pe de altă parte, IGF2 este un factor de creştere exprimat ubiquitar, care prin inhibarea apoptozei şi stimularea proliferării celulelor B pancreatice, ar putea interfera cu procesele de rezistenţă la distrugerea imună şi regenerarea celulelor B pancreatice. IGF2 poate acţiona într-o manieră autocrină asupra limfocitelor T, producând expansiunea clonală a celulelor imune responsabile de distrugerea celulelor B pancreatice. Promotorul 4 al IGF2 codifică un peptid din familia insulinei, este situat la 5-20 Kba de INS-VNTR, distanţă similară cu cea observată în cazul unor enhanceri. Aceste motive au făcut din IGF2 un candidat teoretic mai bun decât insulina pentru explicarea mecanismului susceptibilităţii codificate de IDDM2.

Asocierea INS-VNTR cu IDDM, a fost investigată şi din punctul de vedere al capacităţii polimorfismului de a realiza structuri spaţiale neobişnuite. S-a observat că unele unităţi de repetiţie ale INS-VNTR, bogate în G, pot realiza structuri de tip G4 (structuri tetracatenare), care sunt asociate cu un nivel crescut de exprimare a insulinei. Astfel unitatea de repetiţie „a”, poate realiza structuri G4 şi este corelată cu un nivel de transcripţiei a insulinei mai ridicat comparativ cu unităţile „b” şi „c”, care nu formează astfel de structuri. Structurile tetracatenare formate pot fi recunoscute de factori transcripţionali specifici (de ex. Pur-1). Mutaţii minime, apărute în cadrul unităţilor de repetiţie care determină pierderea capacităţii de formare a structurilor spaţiale, pot influenţa nivelul transcripţiei insulinei şi indirect predispoziţia pentru diabet. (19)

În cadrul subclaselor au fost observate diferenţe pentru susceptibilitatea la diabet, probabil, consecinţa faptului că subclasele grupează alele care deşi au aceiaşi lungime, diferă prin tipul şi modul de interspersie a unităţilor repetitive. Astfel alelele care au aceiaşi dimensiune prezintă capacităţi diferite de formare a structurilor multicatenare şi deci ar putea fi asociate cu grade diferite de susceptibilitate pentru diabet. Un comportament anormal a fost observat în cazul alelei 814 (42 repetiţii) în populaţia bască (20). Această alela de clasă I, nu conferă susceptibilitate pentru apariţia IDDM, dacă este moştenită de la tată, ea poate avea chiar un caracter protectiv. Pentru stabilirea rolului cert al IDDM2 în declanşarea IDDM ar trebui urmărit comportamentul polimorfismului la nivel de alelă, pe grupuri mari de indivizi şi în populaţii diferite 

Concluzii

Locusul IDDM2 poate fi asociat cu diabetul zaharat insulinodependent. Polimorfismul INS-VNTR este responsabil pentru susceptibilitatea la diabet conferită de acest locus. În general clasa I de polimorfisme este asociată cu susceptibilitatea, iar clasa III cu protecţie pentru apariţia diabetului. Clasele de polimorfisme prezintă si alele discordante, motiv pentru care în viitor susceptibilitatea conferită de acest polimorfism va trebui investigată la nivel de alela. Polimorfismul INS-VNTR poate funcţiona ca reglator transcripţional pentru genele din vecinătate (insulina şi IGF2). 
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