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1. Souhrn

Cilem této disertacni prace bylo pfispét k objasnéni etiologie diabetu mellitu u
pacientll s familiarnim vyskytem tohoto onemocnéni. Tam, kde k diagnéze diabetu staci
mutace pouze v jednom zgeni klicovych pro homeostazu glukdzy, mluvime o
monogenné podminéném typu diabetu. Vyznamnou soucasti této skupiny je tzv. diabetes
typu MODY, vyznacujici se ve své ptuvodni definici casnym nastupem hyperglykémie do
25 let, bez inicialni nutnosti 1éCeni inzulinem. V této praci jsme zkoumali ptitomnost
mutaci v genech, jejichz defekty mohou byt vzacnou pfi¢inou monogennich forem
diabetu, v souboru pacientl s vyskytem hyperglykémie v nékolika generacich, u nichz
byly diive vylouceny mutace v Castéji zastoupenych MODY genech.

Provade¢li jsme genetickou analyzu gent NEURODI a ABCCS. Protein NEURODI
je klicovym transkripénim faktorem tucCastnicim se ve vyvoji pankreatu a jednim
z enhanceri exprese inzulinového genu. Jeho mutace byly popsany v souvislosti
s vyskytem diabetu mellitu, pozd€ji oznaeného jako MODY6. Gen ABCCS koduje
podjednotku SURI napétové fizené¢ho kaliového kandlu na membran¢ beta buiky, ktery
je nezbytny pro spravny mechanismus inzulinové sekrece. Aktivaéni mutace tohoto genu
byly popsany u pacientd s transientnim i permanentnim diabetem mellitem, i s dalSimi
formami diabetu s rizn¢ zavaznymi klinickymi projevy.

Geneticky screening téchto genti v souboru nasich pacentd piinesl nalez unikatnich
typt diabetu, jejichz vyskyt je v celosvétovém meétitku velmi vzacny. V prvnim ptipadée se
jednalo o nalez dosud nepopsané H241Q mutace genu NEURODI v dvou nepiibuznych
rodindch, kde k rozvoji diabetu s nejvétsi pravdépodobnosti pfispivala také ptitomnost
obezity postizenych nositelti. V druhém ptipadé jsme nalezli novou variantu V84l genu
ABCCS u jedné rodiny, kde v klinickém obraze byla u nositelii pfitomna pouze mirna
hyperglykémie bez tendence k progresi a bez nutnosti 1€cby. Tento popsany fenotyp je
nejmirnéjs$i mezi dosud publikovanymi pacienty s mutacemi tohoto genu. V dalsi ¢asti
prace jsou prezentovany vysledky studie zabyvajici se etiologii asymptomatické
hyperglykémie u déti a adolescentli. Poukazuje na etiologicky Siroké spektrum moznych
pricin této poruchy a nutnost genetického vysetfovani tam, kde existuje podezieni na

monogenné podminénou formu.



2. English Summary

The aim of this thesis was to find out the etiology of diabetes mellitus in patients
with a family predisposition to the disease. The world-wide increase in the incidence of
diabetes in the past years has lead to intensive research of its etiological and
pathophysiological mechanisms. This research has helped to discover many genes whose
mutations were proved to cause diabetes without a contribution of other factors. Such
cases where a mutation in a single gene crucial for glucose control is sufficient to result in
diabetes are referred to as monogenic diabetes. This group includes a broad spectrum of
hyperglycaemic conditions that differ significantly in their prevalence, course, treatment
as well as prognosis. The so called MODY (maturity onset diabetes of the young) belongs
to this group and is characterized by early onset before 25 years of age and no need of
insulin substitution initially. In this study we were looking for mutations in genes that may
be a rare cause of monogenic diabetes. We examined patients with hyperglycaemia
occurring in several generations of their families and in whom mutations in more
prevalent MODY genes had been previously excluded.

We performed a genetic analysis of genes NEURODI and ABCCS. The protein
NEURODI is a crucial transcription factor that affects the development of pancreas and is
one of the enhancers of insulin gene expression. Its mutations were connected with
diabetes mellitus later referred to as MODY6. The gene ABCCS encodes the SURI
subunit of voltage controlled potassium channel in beta cell membrane, which is
necessary for appropriate insulin secretion. Activation mutations of this gene were found
in patients with transient and permanent diabetes mellitus as well as other forms of
diabetes of various severity.

The genetic analysis of these genes revealed unique types of diabetes that occur
extremely rarely world- wide. Firstly, we managed to find a so far unpublished mutation
H241Q in the NEURODI gene in two unrelated families, where obesity in affected
members most likely also contributed to the development of diabetes. Secondly, we found
a new V841 variant of gene ABCCS in one family, where the carriers had only mild
hyperglycaemia without further progression and without need of treatment. This

phenotype is the least severe among so far published cases with mutations in this gene.



3. Uvod

Diabetes mellitus je heterogenni skupina onemocnéni metabolismu,
charakterizovand vzestupem krevni glukozy. Celosvétovy nartst prevalence diabetu vede
k nutnosti porozumét co nejlépe etiologii, genetickym faktorim a vlivim Zzivotniho
prostiedi, které maji dopad na rozvoj tohoto onemocnéni. Spatné vedeny & neléeny
diabetes vede krom¢ akutnich komplikaci ohrozujicich zivot (diabeticka ketoaciddza,
hyperosmolarni syndrom, hypoglykémie) k rozvoji komplikaci pozdnich, jako je slepota,
renalni insuficience, periferni neuropatie a neuropatie autonomniho nervového systému, a
dal§im gastrointestindlnim, kardiovaskuldrnim i1 urogenitalnim problémiim. Diabetes tak
predstavuje znacny problém nejen v oblasti zdravotni, ale také socioekonomické.

V minulosti byl diabetes po dlouhou dobu rozdélovan na dvé hlavni kategorie,
pojmenované podle jejich klinické odezvy na 1écbu inzulinem, a to na ,,insulin dependent
diabetes mellitus“ (IDDM) a ,non insulin dependent diabetes mellitus® (NDDM).
S postupujicim rozvojem vyzkumu v oblasti diabetu se vSak tato klasifikace ukazala jako
nevyhovujici. Byly popsany nové typy diabetu s odliSnou etiologii, patofyziologii i
prabéhem onemocnéni. V soucasné dobé Americka diabetologicka asociace (American
Diabetes Association — ADA) spolu s WHO rozlisuje n¢kolik zakladnich skupin diabetu,
lisicich se vyznamné svou etiopatogenezi: diabetes 1. typu, diabetes 2. typu, gestacni
diabetes a dale specifické typy diabetu souvisejici s genetickym defektem beta bunky
(ADA, 2008). Hlavni naplni této prace jsou tzv. monogenni formy diabetu, zejména
diabetes typu MODY, které se v ramci klasifikace diabetu fadi do posledné¢ jmenované
skupiny. Podstatou monogennich forem diabetu je defekt jediného z genti, které jsou
klicové pro fyziologickou funkci beta bunky; na jeho zakladé dochazi k riznym klinickym

formam diabetu.



4. Hypoteézy a cile prace

Cilem studie bylo vySetfit moznou pfitomnost vzacnych forem monogenniho
diabetu mellitu u osob s familiarnim vyskytem diabetu.

U mnoha téchto osob genetickd analyza vede k nalezu konkrétni mutace v jednom
z dosud popsanych MODY genti. Stale vSak zlstavaji pacienti, ktefi sice splituji klinicka
kritéria MODY, ale neni u nich pozitivni mutace v zadnych z dosud popsanych MODY
gentl. Takové rodiny oznacujeme jako ,,MODY X“. Ve své préci jsem se zaméfila praveé
na vySetfovani téchto osob, které se vhledem k jasnému familiarnimu vyskytu diabetu
stdvaji vhodnou cilovou skupinou ke zkoumani méné castych ¢i dosud nepopsanych
forem MODY.

Konkrétné jsme se rozhodli provést genetickou analyzu gent NEURODI a
ABCCS ve skupin¢ pacientl, u kterych nebyla nalezena mutace v genech TCF-1, GCK ,
HNFIA a IPF-1, tvoticich nejvyznamnéjsi podil mezi jednotlivymi typy MODY diabetu.

Mutace v genu NEUROD1 byly v minulosti popsany s vyskytem vzacnych forem
diabetu MODY 6. Gen ABCCS sice nepatii mezi geny oznacené jako ,,MODY*, ale
vzhledem k tomu, ze jeho hetero- i homozygotni mutace byly publikovany v souvislosti
s rozvojem permanentniho i transientniho neonatalniho diabetu a dalSich poruch glykémie
na urovni beta bunék, rozhodli jsme se provést v nasem souboru pacientl vysetfeni i na

pritomnost mutaci u tohoto genu.



5. Material a metodika

Jednalo se o skupinu tficeti pacientli sanamnézou diabetu nebo jiné formy
hyperglykémie (gestatni diabetes, porucha gluk6ézové tolerance) v minimalné dvou
generacich. Pacienti byli doporuceni détskymi i dospélymi endokrinology z celého tizemi
CR. Klinické formy diabetu byly piitom v ramci skupiny velmi riznorodé — od mirnych
forem hyperglykémie az po tézky, Spatné kompenzovatelny diabetes s rozvojem pozdnich
komplikaci. Po obdrzeni informovaného souhlasu jsem u vSech probandii zjiStovala
anamnesticka data pomoci strukturovaného dotazniku, déale probéhla ndasledujici
laboratorni vySetfeni: glykémie nala¢no, C-peptid a glykosylovany hemoglobin. VSem
pacientiim jsem odebrala vzorek krve pro analyzu DNA. Pozdni komplikace diabetu jsme
hodnotili nasledovné: stupenn retinopatie vysSetfoval oftalmolog v ramci diabetologického
centra, neuropatie byla hodnocena ve spolupraci s podiatrem na zakladé objektivnich a
subjektivnich symptomt a nefropatie byla zjiStovdna vySetfenim mikroalbuminurie ¢i
proteinurie. Medidn véku pacientli byl 18 let, pfiCemZ median véku pii zjisténi diagnozy
hyperglykémie byl 16 let. Median BMI cinil 23.3 kg/m2. VSechny tyto pacienty jsem
pozadala, zda by bylo mozné odebrat vzorky DNA i od jejich dalSich rodinnych
prislusnikti. Snahou bylo ziskat co nejvétsi poCet vzorki DNA dané rodiny, at’ uz
odebrané osoby trp€ly diabetem c¢i nikoliv. Postupn¢ jsme tak nasi databazi rozsifili i o
vzorky DNA piibuznych.

DNA jsem izolovala z plné nesrazlivé krve pomoci QIAamp DNA Blood Kit
(Quiagen, GmbH, Hilden, Germany), ¢i prostym vysolovanim. U nékterych rodinnych
prislusnikti jsme izolovala DNA ze vzorku slin. VSechny exony, intron-exonové piechody
a promotorové oblasti testovanych gent (GCK, HNFIA , IPF1 a NEURODI) byly
vySetfovany pomoci denatura¢ni vysokovykonné kapalinové chromatografie (denaturating
High Performance Liquid Chromatography, dHPLC) a/nebo piimym sekvenovanim
(HNF4A4, ABCCS, GCK, HNFI1A, NEURODI). PCR produkty jsme purifikovali pomoci
Agencourt ClenSEQ System (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) a sekvenovali
pouzitim BigDye Seqgenator chemistry 3.1 (Applied Biosystems, Warrington, UK).
Reakce pak byly analyzovany na sekvenatoru ABI Prism 3100x1 (Applied Biosystems) a
hodnoceny pomoci Mutation Surveyor software v3.24; SoftGenetics, Pennsylvania, PA,

USA). Ke kontrole vyskytu jednotlivych variant v kontrolnich vzorcich jsme pouzili



metodu PCR pomoci sequence specifickych primert (SSP) detekujicich ,,wild-type a
mutantni alely, nebo Tagman allelic diskrimination assay.

Parametrické LOD skore bylo stanoveno pomoci programu FASTLINK, piicemz
jsme pouzili dfive navrzené parametry publikované v Maleckého studii zabyvajici se
mutacemi v genu NEURODI (Malecki et al. 2005): dominantni zptsob dédi¢nosti,
frekvence mutace 0,001; vékoveé specificka penetrance 0.3, 0.5, 0.7 a 0.8 pro vékové
skupiny 0-10, 11-25, 26—40 a nad 40 let a prevalence diabetu 0.001, 0.005, 0.01 a 0.2 pro
stejné vékove kategorie.

Genetickd analyza byla provadéna v nasledujicich laboratofich: v Laboratofi
molekularni genetiky Pediatrické kliniky 2. Lékaiské fakulty UK pod vedenim Dr.
Ondieje Cinka, Ph.D. a Dr. Stdpanky Priihové Ph.D. (izolace DNA, PCR, purifikace,
sekvenace, vySetieni kontrolnich vzorkt a statisticka analyza), Steno Diabetes Center and
Hagedorn Research Institute pod v vedenim Prof. Torbena Hansena MD, Ph.D. v Dansku
(dHPLC), v Lille Institute of Biology, Lille 2 University, Pasteur Institute, Lille, France

pod vedenim Dr. Martine Vaxillaire (primarni sekvenace genu ABCCS)..



6. Vysledky

Vysetteni genit NEURODI a ABCCS8 odhalilo vsouboru naSich pacientl
pritomnost nové popsanych mutaci. Tyto vysledky byly publikovany ve dvou ¢lancich
v Casopise Pediatric Diabetes s faktorem impaktu 2,628.

Geneticky screening NEUROD Ive skupiné pacientt s klinickym obrazem MODY
diabetu vedl knalezu nové popsané H241Q varianty genu ve dvou nepiibuznych
rodinach. Jednalo se o C-G missense mutaci na tieti pozici kodoénu 241, kterda vedla
k substituci histidinu (CAC) za glutamin (CAG). Vedle této nové popsané mutace byly
zachyceny jiz diive publikované polymorfismy A45T a P197H. Vrodin¢ A se u
probandky diabetes manifestoval ve véku 20 let, byl provazen tézkymi diabetickymi
komplikacemi (retino, nefro- i neuropatie), které¢ nakonec vedly k pfedCasné smrti
pacientky ve v&ku 44 let. Pacientka byla obézni, s BMI 34,0 kg/m? a vysokymi
hodnotami C-peptidu nala¢no (1530 pmol/L). V prvnich ttech letech trvani diagnozy
nebyla léCena inzulinem. V ramci této rodiny jsme vySetfovali dalSich patnéct piibuznych,
pfi¢emz u Sesti z nich byla identifikovana mutace H241Q. Ctyfi z téchto Sesti osob mély
diagndzu diabetu, ktery se ve vSech pripadech manifestoval v mladém véku do 25 let a byl
provazen obezitou a diabetickymi komplikacemi. U dvou osob-nositelii mutace byla
v dob¢ studie normalni glukézova tolerance. Jednalo se o tficetilet¢ého muze s normalni
télesnou hmotnosti a jeho tiiletou dceru. V rodiné B byl proband diagnostikovan ve véku
30 let, zpoCatku bez nutnosti 1é€by inzulinem. Opét se jednalo o pacienta s vyraznou
obezitou (BMI 36,8 kg/m?) a vysokou hladinou sérového C-peptidu nalaéno (1262
pmol/L). Bylo vySetfeno dalSich Sest ¢lenli rodiny, u péti z nich byla nalezena mutace
H241Q. Tii nositelé mutace méli diagnozu diabetu ve véku 30, 51 a 19 let, u dvou osob
v dobé studie byla normalni glukdzova tolerance. Slo o tiinicti- a jedenactileté
normostenické déti. Pfitomnost H241Q mutace byla dale testovana na 270 kontrolnich
vzorcich pochdzejicich ztad ceskych déti, které podstoupily minimdlni chirurgicky
zékrok a v dob¢ odebrani vzorku nemély diagnézu diabetu, a dale u 6514 kontrolnich
vzorkl od danskych dospélych osob bez diabetu. U jedné Ceské kontroly byla téz nalezena
varianta H241Q, vzhledem k anonymité vzorku vSak nemame podrobné&jsi anamnesticka
data krom¢ toho, Ze Slo o Ctyfletou divku. Moznost pfipadné manifestace diabetu u této

divky v pozdé¢jsim veku tudiz nelze vyloucit.
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Testovanim mutaci v genu ABCCS byla ve skupin¢ nasich pacientti nalezena dosud
nepopsand varianta V841. Jednalo se o G<A substituci na prvni pozici kodonu 84, vedouci
k zdméné valinu (GTA) za isoleucin (ATC). Sekvence V84 lezi v exonu 2, coz je region
kodujici transmembranovou cast proteinu TMDO. Skrze tuto doménu je SURI spojen
s podjednotkou Kir6.2 a moduluje tak otevirani a zavirani kanalu. Jedna se o geneticky
konzervovanou oblast. Mutace v ni nebyla nalezena u zaddného z 300 vySetfovanych
kontrolnich chromozom.

U probanda byla zvySenda mirna hyperglykémie nalezena nadhodn¢ pii vstupnim
vySetfeni na sportovni Skolu ve véku 12 let. Chlapec do té doby nem¢l zadné klinické
priznaky diabetu. Provedeny oGTT odpovidal diagnostickym kritériim poruchy glukézové
tolerance a hodnoty inzulinu a C-peptidu poukazovaly na dobie zachovalou endogenni
sekreci téchto produktii. Bylo vySetteno dalSich devét clent rodiny, piic¢emz u Sesti z nich
byla nalezena stejna V84l mutace. Bratr probanda (jednd se o monozygotické dvojce) a
jeho mladsi sestra méli téz mirné zvysenou glykémii nalacno, u bratra byla pii oGTT
rovn¢z potvrzena porucha glukézové tolerance. Matka a sestra matky pacienta mély obé
v pribehu téhotenstvi gestacni diabetes, jejich otci byla diagnostikovana mirnd forma
diabetu ve tficeti letech, je 1é€en pouze dietou. Poruchu regulace glykémie neméla pouze
jedna nosi¢ka mutace: sedmiletd dcera sestry matky probanda. Tuto skute¢nost muze
vysvétlit fakt, ze divka v dob¢ studie byla jesté velmi mald a dale pozorovani, zZe
v n¢kolika studiich byla u mutaci genu ABCCS publikovana riznd penetrance i v ramci

jedné rodiny (Tarasov et al., 2008, Vaxillaire et al., 2007).
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7. Diskuse

Podobné jako v naSem piipadé€, 1 u diive publikovanych rodin s mutaci v genu
NEURODI1 (Malecki et al) Slo o pacienty pifipominajici svym fenotypem spisSe T2D,
provazeny vyraznou obezitou a ¢astymi diabetickymi komplikacemi. Toto pozorovani nas
vedlo k hypotéze, ze obezita mize byt vyznamnym faktorem spoustéjicim diabetes u
nositeli mutace v genu NEUROD] tim, ze vlivem mutace je snizena sekrecni schopnost
beta buniky a tento relativni nedostatek inzulinu se dale podpoii inzulinovou rezistenci
vytvotenou diky excesivni obezité.

U obou rodin byly identifikovany nositelé mutace H241Q), které nemély diagnozu
diabetu. Tuto neuplnou penetranci si vysvétlujeme zatim nizkym vékem a normalnim
BMI téchto osob.

V pripadé¢ SURI piedeslé studie na oocytech Xenopus tropicalis poukazaly na
snizenou schopnost odpovédi na ATP a néslednou snizenou sekreci inzulinovych granul
pii testovani aktiva¢nich mutaci lezici v blizkosti regionu V84I. Tento ndlez nas vedl
k hypotéze, Ze nalezend mutace by mohla vést k alteraci pii otevirani kaliového kandlu,
jehoz je SUR1 podjednotka soucasti.

Klinicky obraz poruchy v této rodin€¢ piipomind svym mirnym pribéhem
glukokinazovy diabetes (MODY2), ktery ale vyloucilo piedeslé genetické testovani genu
GCK. Je zajimavé, ze nami nalezena mutace vedla k takto klinicky nenapadné formé
hyperglykémie, ackoliv difive publikované mutace v blizkosti tohoto regionu vedly
k velmi zavaznym forméam diabetu. Mizeme se pouze domnivat, Ze vlivem varianty V84I
nedochazi k tak zdvazné zmén¢ konfigurace proteinu, kterd by méla zasadni klinicky
dopad. Nicmén¢ k pfesnéjSimu objasnéni tohoto problému je potieba doplnit funkcéni
studie.

Vzhledem k vykytu hyperglykémie jiz ve tfeti generaci panovaly mezi rodinnymi
prislusniky obavy, jakého piivodu tato porucha je a co od ni mohou do budoucna
ocekavat. Také 1ékari, kteti jednotlivé ¢leny rodiny vySetfovali pfi raznych ptilezitostech,
m¢éli tendenci Casto opakovat odbéry, zatézové testy a patrat po mozném klinickém
rozvoji diabetu T1D ¢i T2D. Proto byla informace o nalezu mutace v genu ABCCS pro

rodinu velmi pfinosna. Vzhledem ktomu, Ze hyperglykémie u této rodiny nejevi
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v prubehu let tendenci k progresi, da se do budoucna ocekavat tento benigni prabéh i u

dal$ich nositeld této mutace.
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8. Zavér

V ramci na$i studie byly identifikovany dvé dosud nepopsané mutace v souboru
pacientt s familiarnim vyskytem diabetu mellitu.

Prvni z nich, varianta H241Q v genu NEUROD1, byla nalezena ve dvou neptibuznych
rodinach. Tento nélez rozsifil celosvétovy pocet rodin s touto raritni formou diabetu ze tii na
pét. Pacienti byli informovani o genetickém pozadi svého onemocnéni, a ackoliv
moznosti 1é¢ebného ovlivnéni zlstavaji v tomto pifipadé omezené, byla pro né tato
informace velmi cenna. Pozorovani castého vyskytu obezity u diabetickych nositelti
mutace mize piispet nejen k motivaci dosud zdravych nositelli zachovat si normalni
télesnou hmotnost, ale také do budoucna rozsifit fady vySetfovanych osob smérem
k pacientim vedenym jako T2D.

Druha popsand mutace, V84I, byla nalezena v genu ABCCS v rodiné s vyskytem
mirné formy hyperglykémie bez tendence k progresi. Mezi spektrem nositelli mutaci
vtomto genu, ktefi byli ktomuto datu publikovani, patii nami popsany fenotyp
k nejmirnéj$imu, co byl dosud popsan. Nalez obou variant rozsifil celosvétové spektrum
dosud popsanych mutaci obou genti a klinicky poskytl rodindAm cennou informaci o

pticinéach jejich onemocnéni.
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