intill en gen som &r involverad i barn-
diabetespatogenesen.

Ar 1994 publiceradestvaarbeten dar
man anvant denna metod med mikrosa-
telliter fordelade dver hela genomet pa
ca 100 familjer [5, 19]. | den ena studi-
en identifierades 19 regioner och i den
andra 10 som kan ligga intill diabetes-
riskgener. | Tabell | visas de regioner
som visade starkast koppling. For fem
av dessa regioner (IDDM1-4 och
IDDM7) har det ursprungligafyndet re-
plikerats i en oberoende studie [5, 19-
23].

| tabellen anges hur stor del av den
familj&ra aggregationen som man upp-
skattar att var och en av dessa genetiska
regioner star for. IDDM1, eller HLA-re-
gionen, pa kromosom 6 star for den
stérsta delen av den familjéra aggrega-
tionen och verkar déarfor varadenregion
som har storst betydelse for risken att
utveckla barndiabetes.

Det & sannolikt s3 att inte ala
IDDM-regioner & involverade i varje
fall av barndiabetes, utan det finns en

heterogenitet &ven i vilka gener som &r
involverade.

Syskonparstudier har alltsa identifi-
erat regioner dar gener som &r involve-
rade i barndiabetespatogenesen finns.
Dessaregioner & annu salange ganska
stora(5—20 centimorgan, cM), vilket in-
nebar att en sddan region kan innehdlla
250-1 000 gener [24]. Det kravs darfor
ytterligare studier for att identifieravil-
ka gener som &r involverade. FOr detta
kommer storafamiljematerial att beho-
vasmed flerahundrafamiljer, och det &r
dessutom en férdel om de & genetiskt
homogena.

HLA-DR- och HLA-DQ-markarer

HLA-regionen, eller IDDM1, visade
sig redan 1973 varainvolverad i att be-
stdmmarisk for diabetes [25]. Forst vi-
sadesig HLA klass|-adleler, HLA-B15
och -B8, vara positivt associerade med
barndiabetesmedan -B7 var negativt as-
socierad [25-27]. Det har senare visat
sig att associationen till klass |-aleler-
na kan forklaras av att dessa gener lig-

ger i narheten av HLA Kklass |1-gener
som visar en starkare association till
barndiabetes[27-29]. Om man har sam-
ma varianter av HLA-generna som ett
syskon som har barndiabetes &r risken
att fa diabetes ca 15 procent. Om man
bara delar en kromosom med syskonet
ar risken 5 procent och delar man ingen
HLA-gen med sitt syskon &r risken 1
procent.

HLA-generna har alltsa stor betydel-
se for risken att utveckla barndiabetes.
HLA-genernakodar for proteiner som &r
involverade i presentationen av peptider
till T-celler i immunsystemet. Eftersom
barndiabetes & en autoimmung ukdom
& det sdledes |t att seenroll for HLA-
molekylernai diabetespatogenesen.

Vi har studerat HLA-genernaDRB1,
DQA1 och DQB1 hos patienter utvalda
fran det svenska barndiabetesregistret
samt 8lders-, kéns- och geografiskt pa-
rade kontroller [30, 31]. De haplotyper
som visade en signifikant association
med barndiabetesvisasi Tabell 11.

Ingrid Kockum

Autoantigenreglering vid typ 1-diabetes

Destrukturer i 6-cellerna, au-
toantigenen, som stimulerar till
g alvdestruktion presenterasfor
immunsystemet tillsammans
med HL A-molekyler, till vilka
en stor del av den genetiska
styrningen finnskopplad.
Mangden antigen ansesvara av
stor betydelsefor den hastighet
med vilken den autoimmuna
for storelseprocessen fortgar.

Vi har i experimentella studi-
er av betacellernasantigenregle-
ring visat att mangden autoanti-
gen ar kopplad till cellernas
funktion.

Kliniskt forefaller det ocksa finnas
ett samband mellan betacellens akti-
vitet och diabetessukdomens initiada
forlopp, som skulle kunna avspegla ett
okat antigenuttryck som fés vid beta-
cellsbelastning. Flera av riskfaktorerna
for typ 1-diabetes som man funnit i epi-
demiologiska studier & sidana till sin
natur att de okar insulinbehovet, och
darigenom Okar de belastningen pé be-
tacellerna och antigenuttrycket.

Incidensen av autoimmun diabetes
stiger ocksa under graviditet [34], da
belastningen pa betacellena 6kar, sam-
tidigt som 6vrig autoimmunitet mildras

2R7R

till féljd av graviditetensimmunsuppri-
merande natur.

Né&r insulinbehandlingen inleds vid
diabetesdebuten, och betacellerna déar-
igenom far vila, upplever mangapatien-
ter en remissionsfas som karakteriseras
av normaliserade glukosnivéer och dar-
igenom troligen ett minskat antigenut-
tryck, som kan bromsa den autoimmu-
naattacken och ge betacellernaen nade-
tid. Det finns ocksatidigare studier [35,
36] som visar att behandling med insu-
lini htga doser i anslutning till diabe-
tesdebuten & gynnsamt, och en tankbar
forklaring &ven hér ar betacellsvilaoch
ett minskat antigenuttryck.

Antigen vid typ 1-diabetes

Vid sukdomsdebuten har de flesta
patienterna antikroppar mot strukturer i
O-cellerna. Frekvensen autoantikroppar
ar hdgre hosbarn (ca 90 procent) an hos
vuxna (ca 70 procent). | betacellerna
finnsfleraolikastrukturer, antigen, som
dessa antikroppar &r riktade emot och
som sannolikt &r av betydelse for upp-
komsten av den autoimmuna reaktio-
nen.

Det & |CA-antigenet [37], som nyli-
gen visats vara ett tyrosinfosfatas, dar
»iglet cell antibody» (ICA) 512[38] och
IA-2 & beteckningar pa olika peptid-
fragment av detta antigen. Det & ocksa
enzymet glutamatdekarboxylas (GAD)
[39], som katalyserar reaktionen fran

glutaminsyra till gammaamino-
smorsyra(GABA). GABA & denvikti-
gaste inhiberande neurotransmittorn i
CNS och finns framférallt i lillhjérne-
neuron, men alltsa &ven i betacellerna
dér funktionen & mer oklar.

Enzymet GAD forekommer i tva
isoformer, GAD65 och GAD67, dér en-
dast GAD65-formen forekommer i hu-
mana betaceller [40], och det & ocksa
den formen som fungerar som autoanti-
gen. Aveninsulin [41] kan utgbraauto-
antigen vid typ 1-diabetes. Ett anta
andra strukturer har ocksa foreslagits
som antigen i betacellerna men deras
betydelse&r annuinteklarlagd (seFigur
3).

Extensiv hetacellsvila

Mot bakgrund av djurexperimentel-
la, epidemiol ogiska och kliniska obser-
vationer genomfoérdes det sk DIDD-
projektet, diazoxid- och insulinbehand-
ling vid debut av diabetes.

20 vuxna patienter, 16 man och 4
kvinnor, med nyupptéckt autoimmun
diabetes utvaldes slumpmassigt till be-
handling med antingen diazoxid, som
hdmmar den egna insulinsekretionen,
eller placebo som till&gg till sedvanlig
4-dos insulinbehandling, under tre ma-
naderstid. Patienternas formagatill en-
dogen insulinproduktion, métt som C-
peptid basalt och glukagonstimulerat,
foljdes under tolv manader (Figur 4).
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Autoantigenreglering in vitro

Vi har studerat hur betacellens funktion
paverkar mangden av autoantigenet GAD
med immunprecipitationsteknik.
Langerhanska 6ar odlades i tre dygn
under olika betingelser som paverkar
betacellens funktion.

| de inledande experimenten odlades
rattoar i olika glukoskoncentrationer [42],
sedan odlades rattdar med och utan
glipizid som stimulerar insulinsekretionen
[43], samt med och utan diazoxid som
hammar insulinsekretionen [43]. Efter
odling méarktes darna radioaktivt,
lyserades och immunkomplex bildades
genom tillsats av serum fran en patient
med diabetes, innehallande antikroppar
mot GAD, och det hela analyserades med
elektrofores och fluorografi.

| Figur 3 ses resultatet fran ett experiment
med humana 6ar,

som odlats i olika glukos-koncentrationer;
5, 11 och 28 mM [40]. Dér syns tydligt att
mangden av autoantigenet GAD beror av
glukoskoncentrationen, medan HLA klass
1-molekylen inte paverkas. Aven i de
ovriga experimenten fanns en klar
koppling mellan betacellens funktion och
mangden GAD. Vid hég betacellsaktivitet,
sdsom vid hdga glukosnivaer och
stimulerad insulinsekretion, 6kar méngden
GAD, och tvartom: vid betacellsvila,
s&som vid l&ga glukosnivaer och hammad
insulinsekretion, minskar GAD-mangden.

5mM 11 mM

Klass 1-molekylen,
tunga kedjan

Autoantigenreglering in vivo och in vitro

28 mM

> a6

Antigenreglering in vivo

For att studera antigenuttrycket in vivo
sondmatades réttor i tio dygn med ett
sulfonylureapreparat, glipizid, som
stimulerar insulinsekretionen, eller med en
kaliumkanaloppnare, diazoxid, som i
stallet effektivt hdAmmar den egna
insulinsekretionen [44].

Bukspottkortlarna fran dessa rattor
anvandes sedan som substrat i en
immunofluorescensfargning, och
sluttitrarna for ett antal serum fran
patienter med nyupptackt diabetes
bestamdes. Vi anvande bade serum med
ett betacellsspecifikt fargningsmonster,
dar antigenet ar GAD, och serum med ett
»all islet»-monster, dar antikropparna
istéllet ar riktade mot ICA-antigenet. For
bada dessa typer av serum var sluttitrarna
hogre om réttan matats med glipizid i
stallet for med vatten, och lagst var
titrarna om rattans egen insulinproduktion
hammats med diazoxid. Kopplingen
mellan antigenmangd och betacellens
funktion galler séledes bade GAD och
ICA-antigenet, in vitro och in vivo.

5mM 11 mM 28 mM

—_— H < GAD 65

De patienter som under tre manader
i omedelbar andutning till sin suk-
domsdebut behandlades med diazoxid
uppvisade initialt en hdammad insulin-
sekretion, orsakad av detta |&kemedel.
Efter det att diazoxidbehandlingen av-
slutats aterhamtade sig insulinproduk-
tionen och forbéttrades under uppfolj-
ningsperioden.

Patienternasomistéllet gavsplacebo
uppvisade ett mer klassiskt forlopp vad
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Figur 3. Mangden av autoantigenet GAD
(t h) 6kar vid stigande glukos-
koncentrationer, men mangden av HLA
klass 1-molekylen (t v) paverkas inte.

gdler den egna insulinproduktionen,
med hdg endogen insulinproduktion
under remissionsfasen, och sedan en

allt samre insulinproducerande forméa-
ga. Glukoskontrollen,

métt  som
HbA1c, var likai badagruppernaunder
uppfaljningsdret.
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Figur 4. Endogen insulinproduktion, matt
som C-peptid basalt och efter 0,5 mg
glukagon intravendst, hos de patienter
som behandlades med diazoxid (6verst)
eller placebo (underst) som tillagg till
sedvanlig insulinbehandling under tre
méanader i anslutning till
sjukdomsdebuten. Skillnaden mellan
grupperna ar signifikant efter nio och tolv
manaders uppfoljning.

Sammanfatining

Mangden autoantigen & beroende
av betacellensfunktion och dettakan ha
ett flertal kliniska implikationer, béde
vad géller fleraav riskfaktorernaoch fo-
rekomst och induktion av remissions-
fas. Det tycks ocksafinnas en mojlighet
att paverka den immunologiska sjuk-
domsprocessen, dven sa sent som vid
klinisk sjukdomsdebut, och férhopp-
ningen &r att konceptet med betacel | svi-
lapandgot sitt kan kommatill anvand-
ning @ven hos hogriskindivider for att
forhindra eller &minstone fordréja ett
kliniskt inguknande.

Elisabeth Bjérk
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