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A jelen OTKA palyézat kutatdsi munkatervében kitlizott célok megvalosultak, egyes
célkitlizéseket sikeriilt a vartnal tovabb is fejleszteni. A program az elmult harom év
alatt orszagos diabetes genetikai projektté nétte ki magat, mely 2006 6sze 6ta 6nallo
laboratoriumban, 06nallé munkacsoporttal miikddik a témavezetd iranyitasaval
(www.diabet.hu/diabetesgenetics).
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1. A HUN-T1D-GENES program

A magyar gyermekdiabetes centrumok kollaboracigja az 1-es tipusti diabetes
genetikai faktorainak atfog6 vizsgalatara.

A diabetes genetikai vizsgdlatokhoz sziikséges mintagytijtési program keretében
2004-2006-ban az egész orszag teriiletérdl 28 gyermek-diabetes centrumbdl 4650
DNS minta keriilt begytijtésre, amely 1850 T1D gyermek (ebbdl 1400 teljes csalad;
paciens, sziileik és testvéreik {n=460}) mintaibol all &ssze. A résztvevd centrumok
kozott szerepel 18 megyei korhaz gyermekdiabetes gondozdja, valamint a hazai négy
orvosi egyetem gyermekklinikdi, s néhany kisebb varosi kdzpont. Tekintettel arra,
hogy a program irdnt a varakozasnal lényegesen nagyobb volt az érdeklodés az
orvoskollégak kozott, minden centrum, amely jelentkezett, bekeriilt a programba. A
centrumok listdja a beszamold végéhez csatoltan lathato (1. tablazat).

- Kollaboracié alakult ki a Magyar Gyermekdiabetes Regiszterrel (Prof. Soltész
Gyula, PTE Gyermekklinika, Pécs) amellyel egyiittmiikodve egy atfogd genotipus-
phenotipus analizis és incidencia vizsgalat késziilt a teljes anyagon (lasd publikaciok).
- A genetikai kutatdomunka szoros egyiittmiikodésben zajlik a finn Immunogenetics
Laboratory-val (Professzor Jorma Ilonen, University of Turku, Turku, Finland). Az
antitest meghatarozasokra ¢és a betegség incidencijanak komparativ vizsgalatara
egyiittmiikodés jott létre a a Finnish Childhood Diabetes Registry-vel, melynek
vezetdje Prof. Mikael Knip (Hospital for Children and Adolescents, University of
Helsinki, Helsinki, Finland).

- 2005-ben késziilt el a program weblapja, ahol mind szakemberek, mind a sziilok
részére részletes leiras talalhato a kutatas jelentdségérol és a csatlakozas modjarol. A
weblap cime: www.diabet.hu/diabetesgenetics.

A programot a Magyar Diabetes Tarsasag hivatalosan is tdmogatja, a weblap
fenntartasat és frissitését 6k segitik. A program a HUN-T1D-GENES nevet vette fel.

A program kollaborativ kapcsolatai és miikodési sémadja az 1. abran lathato.

- Fontos eldrelépés, hogy 2005 januar 1-t6l elindult a DNS és szérum mintdk
prospektiv gyljtése, mely egy részletes klinikai adatgytijtéssel is Osszekapcsolodik.
Ennek keretében minden, az egész orszag teriiletén Gjonnan diagnosztizalt diabeteses
gyermektdl, annak testvéreitdl és sziileitdl minta-gytiijtés torténik, a Gyermekdiabetes
Regiszterrel egylittmiikddve. A résztvevdk a diabetes rizikdjarol szo6ld informéciot
megkapjak (genetikai és immunoldgiai adatok alapjan becsiilt adat) a
kezel6orvosuktol, és a magas rizik6ja gyermekek kovetés ald keriilnek, illetve egyéb
vizsgalatokban vehetnek részt. Ide megfigyeléses kovetési vizsgalat és prevencios
trial tartozik, melyek szervezése folyamatban van, s jelen palyéazattol fiiggetleniil
finanszirozott.

- Az OTKA program teljesitésének és tovabbfejlesztésének feltételei tovabb boviiltek,
mivel mas forrasbdl sikeriilt felvenni teljes munkaidében egy PhD hallgatot és egy
vegyészt akik 2006-t6] kapcsolddtak be a projektbe. Az elmult évben megalakult az
Immungenomika Laboratéorium a Semmelweis Egyetemen, a témavezet0 iranyitasa
alatt, ahol a program az OTKA palyazat lezarta utan is folytatodik.



A DNS és adatbank stdatusza

- A fent emlitett (n=4650) DNS mintakkal egyiitt begytijtott adatok, s a genetikai
vizsgélatok sordn nyert adatok egy MS Access adatbazisba keriiltek. A begyiijtott
mintakon megtortént a DNS izolalas, a munka plate-kre torténd aliquotok kihigitasa.
A mintdk anonym moddon kodoltak, s a kozponti adatbazisban kapcsoltak a hozzéajuk
tartozd epidemioldgiai adatokkal. A DNS ¢és adatbank az Immungenomika
Laboratoriumban (Semmelweis Egyetem, Budapest, 1. sz. Gyermekklinika teriiletén)
van tarolva és kezelve.

2. A genetikai vizsgalatok eredményei

Az 1-es tipusu diabétesz HLA és egyes non-HLA gének altal determinalt genetikai
major és minor faktorainak részletes vizsgalata és a populacid-specifikus betegség
markerek azonositasa.

2.a A Class II HLA faktorok és az 1-es tipusu diabetes osszefiiggése

A HLA DRBI1-DQA1-DQBI gének vizsgalata megtortént 1350 T1D csalad esetében,
mely becsléseink szerint a hazai 14 év alatti esetek tobb mint 50%-a.

A 2. téblazatban adunk Aattekintést a diabéteszre hajlamositd illetve védo
haplotipusokrol. Azon haplotipusok esetében, ahol a kiilonbség szignifikans,
feltiintettiik a relativ riziko értékeket. A teljes anyag elemzéséig a részletes statisztikai
adatok publikaciojatdl itt eltekintiink. Az adatok T1D csalad triokbol szarmaznak,
ahol két egészséges sziilo és egy diabeteses gyermek van. A kontroll haplotipusok tn.
csalad-alapti mesterséges kontrollok.

A diabetesre hajlamositdo HLA haplotipusok ismertetése

A magyar populacioban észlelhetd, diabéteszre hajlamosito HLA haplotipusok
megoszlasa a kaukazusi rasszra jellemzd. A magyar népesség genetikai szempontbodl
heterogén, ami a kornyezd népcsoportokkal tortént nagyardnya keveredéssel
magyarazhat6. Ez tiikr6z6dott a fobb diabetogén haplotipusok megoszlasaban,
melyben a kozép-eurépai HLA varidnsokkal egyiitt mediterran ¢és észak-europai
elemek kombinacidja lathatdo. A magyar populacioban a DRB1*03-DQA1*0501-
DQB1*0201" volt a leggyakoribb diabetogén haplotipus, ami a mediterran
orszagokban a legnagyobb rizikét jelenti. Kimutattuk, hogy a DRBI*03-
DQA1*0501-DQB1*0201 haplotipus kombinacidja mas semleges haplotipusokkal
fokozott diabétesz rizikot jelent fiukban, mig lanyokban nem. Ez a nem-specifikus
kiilonbség észlelheté mas populacidkban is €s arra utal, hogy az X kromoszoman
korabban leirt diabétesz 16kusz a DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201 haplotipussal
interakcidban elsOsorban a férfiakban noveli a betegséghajlamot.

V' HLA molekulék nevezéktandban az elsé bet(i jeloli az osztalyt (pl. D esetén HLA II.
osztalyrdl van szd), a masodik betl a géncsalad nevét (M, O, P, Q vagy R), a harmadik betii
pedig azt, hogy melyik polipeptidlancrél (A vagy B) van szd. Az adott gént az ezt kévets arab
szam jel6li, igy alakul ki a gén név, példaul DQB1. Ezt egy csillaggal elvalasztva a megfelelo
allélvariansra utalé szam koveti. A HLA DRB1*0401 jelentése: HLA II. osztaly, DQB1 gén (DQ
molekula B-lanc, 1-es gén) 0401-es varians.

A HLA génrégidban az egymas mellett elhelyezkedd gének variansai (alléljei) fizikailag
erésen kapcsoltak, és egytitt 6roklodnek. Ezeket az egységeket haplotipusoknak nevezziik.



A tobbi hajlamositd haplotipust megfigyelve lathatjuk, hogy hazankban a skandinav
orszagokra jellemzé DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302 haplotipus csoport
magasabb rizikot jelent mint a fent emlitett DR3 haplotipus. Fontos, hogy markéans
geografiai  kiilonbségek  jellemzOk a  DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302
haplotipuson észlelhetd DRB1 allélek hajlamosité hatisdban. Eszak-Eurdpaban a
DRB1*0401 hatasa a legerdsebb, melyet a *0404 allél kovet, azonban az olasz vagy
gorog populacidban a *0405 és a *0402 allélek diabetogén hatdsa fokozottabb
(Hermann et al. Tissue Antigens, 2003).

A magyarokban a legerdsebb hajlamositd effektus a DRB1*0402 és *0401 altipusok
esetében volt kimutathatd. Erdekes modon a DRB1*0405-DQA1*0301-DQB1*0302
klasszikusan mediterrdn magas diabétesz kockazatot hordozd és a DRBI1*0403
protektiv haplotipus ritkdnak bizonyult a magyar populdcioban. A jelenség
valdsziniileg olyan szelekcids faktorokkal hozhatd Osszefliggésbe, mint az eltérd
éghajlati vagy taplalkozasi tényezok, infekciok.

A magyar populacioban is megtaldlhatdé a DRB1*0408-DQA1*0301-DQB1*0304,
egy ritka, de erdsen diabetogén haplotipus, mely a finnekben és az észtekben
¢észlelhetd még, és kozos genetikai eredetre utalhat.

A korabbi kisebb populacion végzett magyar adatokat kiegészitve e programban
talaltunk egy jellemzéen mediterran diabéteszre hajlamosité haplotipust is, a
DRB1*0405-DQA1*03-DQB1*0201 kombinaciét. Ez nagyon jellemzd varidns a
magas incidenciaju Szardiniai populacioban.

A védo HLA haplotipusok ismertetése

A 16 protektiv haplotipusok egy nagyon érdekes csoportot alkotnak (2. tablazat). A jol
ismert, erésen védd DRBI1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 megfelel a régebbi
nevezéktannal DR2 vagy DR2-DQ6-nak nevezett haplotipusnak. Fontos kiemelni,
hogy a DRB1*0403 és a DQB1*0302 allélok altal definialt haplotipus erésen védd
hatasu, ellentétben a DQB1*0302 mas DRB1*04 all¢lekkel alkotott kombinacioival
(pl. DRB1*0401, lasd feljebb a tablazatban). Nem tudjuk a jelenség okat, lehet hogy
ez specifikus a DRB1*0403 allélre, vagy egy kapcoslt génre, a HLA 2. osztalyu
génrégioban. Gyakori védd haplotipus csoport a magyar populacioban a
DRBI1*11/12/13-DQA1*05-DQB1*0301, valamint a DRB1*0701-DQA1*0201-
DQBI1*0201, DRB1*1301-DQA1*0103-DQB1*0603 és a DRB1*1401-DQA1*0104-
DQB1*0503 kombinacidk. Ezek, a DQ6 haplotipushoz hasonldéan nagyrészt dominans
oroklésmenettel hordozzak a protektiv hatést.

Az észak-eurdpai népektdl eltérden a magyar populdcioban a DRBI1*1401-
DQB1*0503 er6sen védé haplotipus relative gyakori volt, hasonléan néhany
mediterran néphez, ahol szintén alacsonyabb a diabétesz incidencidja. Ez felveti azt a
lehetéséget hogy a haplotipus jelenléte Kozép és Dél-Eurdépaban hozzajarul az
alacsonyabb diabétesz incidencidhoz.

Fontos megemliteni azt, hogy a DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303 haplotipus
védd, mig ugyanez a DQBI allél a DR9 hapltipussal neutralis hatast (lasd feljebb a 2.
tablazatban). Ez a jelenség ujabb példaval illusztralja a DR ¢és DQ lokusz bonyolult
interakciojat. A HUN-T1D-GENES programban felismert ) védo haplotipus a DR15-
DQB1*0601 kombinaci6, mely tovabbi vizsgalataink targya.



A HLA genotipus és a T1D osszefiiggése

Az l-es tipust diabétesz iranti hajlam oOroklésmenete nem koveti a Mendeli
szabalyokat, azonban 4ltalanos szabalyként elfogadott, hogy a cukorbetegségre
hajlamosit6 HLA haplotipusok (DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302, DRB1*03-
DQA1*0501-DQB1*0201) hatasa recessziv modon nyilvanul meg, mig az erds
protektiv  haplotipusok (DRB1*1501-DQB1*0602, DRB1*1301-DQB1*0603)
dominans mddon viselkednek.

Jol lathat6 ez az effektus a 3. tdblazatban, ahol feltlinik hogy a hajlamosito és védd
haplotipusok kombinacioi semlegesek vagy védok, mig a hajlamositdo haplotipusok
kombinécioi hajlamosité hatasuak. JO példa erre a DR15-DQB1*0602 haplotipus
hatdsa, mely minden genotipusban dominans protektiv volt ¢és a diabéteszes
betegeknek 0.3%-ban volt csak kimutathaté. Erdekes jelenség, hogy a DQB1*0603 a
DQB1*0302 all¢lel egyiit hajlamositd hatasu, azonban ha kiilon vizsgaljuk a 2000. év
el6tt diagnosztizalt eseteket a 2000 utan diagnosztizalt esetekkel, akkor ezt a hatést az
elsé csoportban nem talaljuk meg. Ez kritikusan fontos megfigyelés, hiszen azt
igazolja, hogy az utdbbi néhany évben alacsonyabb genetikai riziko6 is elég volt a T1D
kialakulasdhoz mint 10-20 évvel ezeldtt. Ez a megfigyelés egybevag a korabban
végzett sajat vizsgalatokkal a finn populacidban, €s a hazai T1D incidencia drasztikus
emelkedését josolja. E témaban sziiletett kézirat a Diabetologia folydiratnal all
elbiralas alatt (Lukdcs et al. Diabetologia, 2007 submitted).

Lathatjuk a 3. tablazatban, hogy a diabéteszes betegek legnagyobb része a hajlamositd
DR4-DQB1*0302, a DR3-DQA1*05-DQB1-0201 egymassal valamint neutralis
haplotipusokkal alkotott kombindcidit hordozza. Kiemelkeddéen gyakori a DR3-
DQA1*05-DQB1*0201/DR4-DQB1*0302 heterozigdta kombinacid, mely esetében a
magas rizik6ért valoszinlileg a nagy szamu diabetogén DQ molekula felelds. Ebben az
esetben a DQAT1 és DQBI allélek 4 lehetséges diabetogén molekulat kodolnak, mig
mas genotipusok esetén a diabtogén DQ molekuldk aranya kisebb.

A HLA genotipusok és a T1D 0sszefiiggését mutatd tablazat (3. tablazat) segitséget
kivan nyujtani a e bonyolult genetikai hatasok értelmezéséhez. Szem el6tt kell minden
esetben tartsuk, hogy az adott egyén rizikojanak megbecslésekor mindig a teljes HLA
DRBI-DQA1-DQBI1 genotipust sziikséges értékelni a fogékonysagi ¢és védod
haplotipusok interakciojanak egyiittes figyelembe vételével.

2.b A HLA non-Class Il génrégiok vizsgalata

A HLA B39 és a T1D 6sszefliggése

Azonositottuk, hogy a HLA B39 allél, amely a DRBI1*0404-DQB1*0302
haplotipuson talalhatd, fokozza a diabetes rizikéjat (Hazard ratio 4.5, 95%CI 2.3-9.4,

crer

szabdlyozza. Az eredményekbdl irt kézirat jelenleg all bekiildés alatt (absztrakt az 1.
sz. Appendixben olvashaté (Gombos et al, 2007, submitted).

A HLA Class Il génrégi6 és T1D

Kimutattuk, hogy a complement gének koziil a C4B gén egyik varidnsa befolyésolja a
diabetes rizikdjat. A hordozokban nagyobb valoszintiséggel alakul ki e betegség (RR
4.2,95%CI 2.7-7.5; p<10-3). A transmisszi6 disequilibrium teszt eredményét 840
magyar T1D csaladban az alabbi tablazat mutatja. Csak a HLA B62-DRB1*0401
haplotipus eredményeket tiintettem fel.




T NT  %T p
DR401-C4B/A 89 10 89.9 1.723e-017
DR401-C4B/C 159 39 80.3 1.93e-018
p-value for the difference in %T = 0.002

Fontos megemliteni hogy ez az all¢l csak a DRB1*0401 haplotipuson van jelen.

A C4B gén 0sszefiiggését T1D-vel megvizsgaltuk egy finn kdvetési kohortban is, az
eredményeket a 5. dbrdn mutatjuk be. A teljes anyag publikacioja folyamatban van, a
kéziratot a Diabetes folyoiratnak kiildtiik be (Lipponen et al. 2007, submitted). A
tovabbi eredmények ismertetésétol itt

eltekintek a téma nagyon kompetitiv jellege miatt.

3. A T1D non-HLA genetikai faktorainak vizsgalata

3.a A PTPN22 és T1D isszefiiggése
A PTPN22 gén (OMIM*600716) az 1 kromoszéma pl3 régidjaban taladlhatd. A gén
fehérje terméke egy lymphoid tyrosine phoshpatase (LYP). A LYP a lymphocytédkban
expresszalodik, bizonyos protein kinadzokat (pl. a Csk-t) defoszforildl, ezaltal azok
mikddése gatlodik, ami az intracelluldris Ca-influx és a citokin release csokkenését
eredményezi. A PTPN22 génben a 620. aminosav pozicidban kimutathatdé egy
Arg/Trp polimorfizmus. A Trp varidns egy fokozott funkcidji mutacid, mely
autoimmun betegségekre, igy 1-es tipusu diabéteszre is hajlamosit (Bottini et al.
Nature Genetics, 2004). Ez a Trp varians a hibas defoszforilacio révén pathologiasan
csOkkent T-sejt valaszt eredményez, ami a [-sejt specifikus autoimmunitas
kialakulasanak alapjat képezheti. Kimutatott, hogy kevesebb IL-2 termelddik a
mutacidt hordozdkban, igy mérséklédik az immunvalasz erdssége.

Az észlelés fontossaga miatt PTPN22 gén és a T1D tarsulasat 1019 péciens és
713 kontroll mintdin megvizsgdltuk a magyar anyagban. Azt észleltilk, hogy az
Arg/Arg homozygéta genotipus szignifikansan noveli a diabetes rizikéjat (OR 2.7
95% CI 1.3-4.6, p=3x10-6). Ehhez kapcsolodéan a finn munkacsoporttal vald
egylttmiikodés keretében kimutattuk, hogy a Trp varians fokozott rizikoét jelent az
insulin autontitest megjelenésére €s az autoimmunitas progresszidjara (Hermann et. al.
Diabetologia, 2006, 49:1198-1208). Ez a hatés kifejezettebb volt magas HLA rizikéju
DR3-DQ2/DR4-DQ8 genotipusu egyénekben ¢és fiukban még alacsony rizikéju HLA
genotipus esetén is. Ugyanakkor a PTPN22 Trp varidns nem befolyasolta a GADA és
az [A-2A autoantitestek megjelenését. A PTPN22 Trp genotipus hajlamositd hatasa
erésebb volt az INS gén 1. osztalytt VNTR varidnsa esetén, mig a CTLA4 génnel valo
kolesonhatisara nem volt bizonyiték.
Erdekes, hogy a PTPN22 Trp/Trp kombinéci6 fiikban jobban fokozta a T1D rizikot
mint lanyokban és ezen varians hordozasa esetén fiatalabb életkorban
manifesztalodott a cukorbetegség.
Feltételezhetd, hogy a PTPN22 jelenti a k6z6s prediszponald faktort mas autoimmun
betegségekre is (pl. rheumatoid arthritis, systemas lupus erythematosus, Graves-
Basedow kor, Hashimoto thyreoiditis, autoimmun eredetii Addison-kor).
Ennek feltarasara egy 400 f0s beteganyagon jelenleg vizsgaljuk a T1D valamint mas
autoimmun betegségek halmozodédsanak Osszefiiggését a PTPN22 gén 620Trp
variansaval. E munka egyik fazisahoz kapcsolodoan kimutattuk, hogy ez a génvarians




csokkent T-sejt receptor aktivaldodast okoz, ami tiikr6zodik az intracellularis calcium
flux-ban valtozasaiban, a T-sejt proliferacidoban és az interleukin-2 szerkécidban is.
Ezek az eredmények most allnak elbirdlas alatt (Aarnisalo et al. J. Autoimmunity,
2007 submitted.). A kozlemény absztraktja a 2. appendixben csatolva van.

3.b PAX4 és TID

Elemeztilk a PAX4 transcriptios faktor gén és a T1D Osszefiiggését is, mivel egy
svajci-német tanulmany (Biason-Lauber et al. Diabetologia, 2005, 48:900-905)
felvetette e genetikai tarsulds lehetségét.

Vizsgélataink kizartak a PAX4 szerepét a T1D o6roklott hatterének kialakitdsdban,
mely eredményeket publikaltuk (Hermann et al. Diabetes, 2005 54:2816-2819).
Eredményeinket 4 masik munkacsoport is megerdsitette (Geng et al, Paterson AD,
Maier et al,, Gylvin et al, Diabetologia, 2005, 48:900-905).

3.c Az INS és a CTLA4 génrégiok

Az inzulin (INS) gén esetében kimutathaté volt, hogy a —2221 Mspl CC genotipus 1-
es tipusu diabetesre hajlamosit (OR 2.74, 95% konfidencia intervallum 1.72-4.39,
p<0.00001), mig a CT és TT genotipusok negativ betegség asszociacidt mutatnak (OR
0.37, 95% konfidencia intervallum 0.23-0.58, p=0.00008). A CTLA4 +49 A/G
polimorfizmus esetében azt lattuk hogy e polimorfizmus hatasa Iényegesen gyengébb,
a GG genotipus hajlamositd mig az AA genotipus véddé hatdsu (AA genotipus OR
0.63, 95% konfidencia intervallum 0.43-0.92, p=0.015, df=2). A HLA, az INS ¢és a
CTLA4 gén hatasa egymastdl nagyrészt fliggetlen.

-----
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térképezziik, ugyanis a CT60 varians (Ueda et al. Nature, 2004) mellett valosziniileg
populaciéspecifikus variansok is hozzajarulnak a TI1D-specifikus autoimmunitas
kialakitasahoz.

Megvizsgaltuk az Osszefiiggést a CTLA4 génvariansok és a [(-sejt autoantitestek
kialakuldsa k6z6tt, s nem tudtunk asszocidciét kimutatni (Hermann et al, Diabetologia
2005.). A CTLAA4 val6szintileg a cellularis immunitas oldalan kapcsolddik be a T1D
pathomechanizmusaba, azonban errdl nagyon kevés részlet ismert.

4. A genetikai sziirési modell

A palydzat egyik f6 célja a magyar népességre alkalmazhatdé genetikai sziirési
stratégia kidolgozdsa volt az 1-es tipusu diabetesre magas rizikoju egyének
azonositasara. A munka elsd fazisdban a HLA Class II adatok segitségével sikeriilt a
DOBI1 gén riziké alléljein alapuld genetikai szlirési modellt 3 [épcsés modellé
alakitani (Hermann et al. Diabetes Metabolism Research and Reviews 2004, 20:322-
329.). Ez a stratégia magasabb szenzitivitasu és specificitasi mint a pusztan DQBI
génvariaciok vizsgalatara épiilé genetikai sziirés (Ilonen et al. Diabetes Care 1996).

A Kkovetkezd 1épésként egy multistage riziké becslésre alkalmas modell keriilt
kifejlesztésre, mely anyagbol késziilt kézirat jelenleg elbiralas alatt all (BMC
Genetics). A kézirat absztraktja a 3. appendixben olvashatd. A sziirési modellnek két
valtozata van. Az egyik az atlagpopulaciora a masik a diabeteses gyermekek elso foku
rokonaira alkalmazhato. A két modell a 2. illetve a 3. abran lathato részleteiben.




Az 1. modellben (2. abra) 3 6 rizikd csoport keriil azonositasra az elsé 1épésben egy
homogén PCR assay-vel: 1) A DQB1*02 hordozok 2) a DQB1*0302 hordozdk 3) és a
DQB1*02/DQB1*0302 heterozigotdk. Ezeken a mintdkakon azutdn a kiterjesztett
HLA haplotipus ¢és az azokhoz kapcsolodd differencialt genetikai rizikd
meghatarozasara szekunder kiterjesztett DQB1, DQA1 és DRB1*04 tipizalas torténik.
Az els6 foku rokonok esetében egy 4. f6 csoport is bekeriil a tovabbi tipizalasi
folymatba, ezek azok a személyek akik a HLA DQB1*0302 allél mellett a
DQB1*05/6 all¢lcsoportra is pozitivak (3. abra).

Tekintettel arra, hogy ez a téma a palyazat munkatervében kiemelt jelentdségii, ezt a
kéziratot csatolom a beszdmolohoz (Appendix 4).

4.a Klinikai kovetési prokoll

Fontos megemliteni, hogy a genetikai szliréshez kapcsolodd genetikai rizikobecslés
klinikai felhasznalhatésaganak segitésére, vallalasainkon tilmenve, egy szakmai
protokoll keriilt kidolgozasra.

A protokollt a Magyar Diabetes Téarsasdg Gyermekdiabetes Szekcidjanak vezetdsége
elfogadta. A protokoll a 3. Appendixben olvashato. Ez a protokoll a HUN-T1D-
GENES program honlapjardl a résztvevo kollégéak részére fenntartott és jelszoval
védett meniipontbdl letdlthetd. A magas rizikoju gyermekek kovetésével, valamint a

crer

Szakall et al, Gyermekgyogyaszat 2007, nyomtatasban; Lukacs et al. Gyermekorvos
Tovabbképzés, 2007, nyomtatasban; Hermann R. Gyermekorvos Tovabbképzés,
2005. Szeptember, 174-175.)

5. A neonatalis diabetes formak genetikai hattere

Az alprogram keretében Osszesen 12 beteg és a csaladtagok mintait sikeriilt
begyljteniink a 3 ¢év alatt. (A korkép incidencidja kb. 1/400.000 sziilés, azaz
Magyarorszagon 4 évente sziiletik egy paciens).

A péciensek kozott 7 permanens €s 5 transiens diabeteses beteg van. E betegeknél
szekvenaltuk a KCNJ11 kalium csatorna gént (OMIM No: 600937).

Egy péciensnél sikeriilt heterozigdta formdban kimutatni az R201H (Arg/His)
missense mutaciot, illetve 2 masik PNDM betegnél talaltunk egy eddig nem publikalt
polimorfizmust. Ez utdbbi esetében a normal populaciobol szekvenaltunk 54 mintat,
amelyekben a mutdcié nem volt jelen. Jelenleg e varidns funkcionalis karakterizalasa
folyik Prof. A. Hattersley-vel egyiittmiikddésben (Birmingham, UK).

6. Publikacios aktivitas dsszefoglalasa

Tudoméanyos kozlemények

A kutatési program soran 20 a témahoz szorosan kapcsolodo publikaci6 sziiletett,
tovabbi 4 kézirat elbiralds alatt all. A jelen OTKA kutatési program eredményeibdl
elfogadott publikéciok kummulativ impakt faktora 18.36.

A fenti beszamoldban egy kdzlemény eredményeit nem ismertettem részletesen
(Makela, J Autoimmunity, 2006). Ebben a munkéban az OTKA palyazat téméajahoz
kapcsolodod, de a munkatervben kdzvetleniil nem szerepld kutatés szerepelt.




Szakmai protokoll

A magas genetika rizik6ja gyermekek kovetésére szakmai protokoll kertilt
kidolgozasra. A protokollt a Magyar Diabetes Tarsasdg Gyermekdiabetes
Szekcidjanak vezetdsége elfogadta. A protokoll a 3. Appendixben olvashato. Ez a
protokoll a HUN-T1D-GENES program honlapjarol a résztvevd kollégak részére
fenntartott és jelszoval védett meniipontbol letdltheto.

Internet publikdcio, HUN-T1D-GENES honlap
A HUN-T1D-GENES program sajat honlappal rendelkezik, melyet a témavezetd és
munkacsoportja naprakészen tart (www.diabet.hu/diabetesgenetics).

Kongresszusok

1. A)2006-ban a Magyar Diabetes Tarsasag orszdgos kongresszusan a diabetes
genetika szimpoziumon, valamint B) 2006-ban Gyuldn a Gyermekdiabetes
Szekcid éves iilésén elhangzottak a fontosabb eredmények és a program
ismertetése. C) A European Association for the Study of Diabetes 2006. évi
kongresszusan a témavezetd meghivott elddast tartott Koppenhagaban a PTPN22
gén ¢és a T1D osszefliggésérdl. Az eldadasban az OTKA témabol szarmazd
magyar adatok is bemutatésra kertiltek.

2. A program résztvevOinek 3 fél napos szimpdziumot szervezett a program vezetdje
2005-ben és 2006-ban. Helyszin a Semmelweis Egyetem 1. sz. Gyermekklinikaja
volt (idépontok: 2005 marcius 19, oktober 28, 2006 majus 18-an). E
szimpdziumokon a T1D genetikai hatterérdl, jelen kutatasi program elére
haladasarol illetve a folytatds modjardl hangzottak el eldadasok. Mindharom
szimpoziumon részt vett az egyiittmiikodo finn centrumok vezetdi koziil Prof.
Jorma Ilonen is. 2006-ban késziilni fog egy kiadvany a sziilok és paciensek részére
a diabetes 0roklodésérol, illetve a riziko értelmezésérdl

7. Az eredmények 0sszegzése

Az OTKA palyazat munkatervében kitlizétt célok megvalosultak, egyes
célkitizéseket sikeriilt a vartnal tovabb is fejleszteni. A program az elmult harom év
alatt orszadgos diabetes genetikai projektté nétte ki magat (HUN-T1D-GENES
program; www.diabet.hu/diabetesgenetics).

Az elért kutatasi és a gyakorlatban hasznosithatd eredmények felsorolasa

1. Kiterjedt genetikai vizsgdlatokat végeztiink tobb mint 1400 1-es tipust diabeteses
gyermekben és csalddtagjaikban. A HLA vizsgalatok soran tobb mint 340 magas
rizikdju, még nem diabeteses gyermeket azonositottunk.

2. Karakterizaltuk az 1-es tipusu diabetes HLA Class II, valamint 2 4j non-Class 11
fogékonysagi genetikai faktorat (HLA B39, C4B) a magyar populacioban.

3. Meghataroztuk harom fontos non-HLA gén (INS, CTLA4, PTPN22) altal kodolt
genetikai riziké mértékét, és azok részvételét az autoimmune folyamat kontrolljaban.

4. Kidolgoztunk egy a magyar népességre alkalmazhato komprehenziv
populacidsziirési modellt mellyel azonosithatok az 1-es tipusi diabetesre magas
rizikdju egyének.



5. Kidolgoztunk egy a klinikai gyakorlatban hasznalhat6 protokollt, mely segitséget
nyujt a klinikusoknak a diabetesre magas rizikdju gyermekek klinikai kovetésére.

Ez a protokoll eldsegiti azt hogy az 1-es tipusu diabetes korabban keriiljon
felismerésre ezekben a gyermekekben. Ezaltal csokkenthetd a korai mortalitds és
morbiditas ebben a csoportban (Diabetes Care 27:1399—-1404, 2004).

6. A KCNJ11 gén esetében egy 1 génvarianst azonositottunk egy neonatalis diabetes-
es paciensben.
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8. Abriak és tablazatok

1. Tablazat A HUN-T1D-GENES programhoz csatlakozott gyermekdiabetes centrumok listaja
Kollaborator neve
No. Kod Korhaz/Klinika neve Varos T1D esetszam Régid

1DREX Madarasz utcai Gyermekkérhaz Budapest 50 Budapest Drexler Miklés

2HEIM Heim Pal Kérhaz Budapest 120 Budapest Czinner Antal

3GYOR Petz Aladar Megyei Kérhaz Gy6r 100 Gy6r-Moson-Sopron megye Niederland Tamas

4SZ0H Markusovszky Megye Kérhaz Szombathely 85 Vas megye Balogh Marta

5PECS PTE Gyermekklinika Pécs 362 Baranya megye Soltész Gyula

6 MISK BAZ Megyei Kérhaz Gyermekegészséglgyi Kézpont Miskolc 100 Borsod-Abauj-Zemplen megye Barkai Laszlo

7DEBR DOTE Gyermekklinika Debrecen 60 Hajdu-Bihar megye Felszeghy Enik6

8BPSE SE |. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika Budapest 430 Pest/Budapest Madacsy Laszlo

9BUDA Févarosi Onkormanyzat Budai Gyermekkorhaz Budapest 100 Budapest Blatniczky Léaszlé
10BPSG SE Il. sz. Gyermekklinika Budapest 60 Pest/Budapest Hosszu Eva
11BETH Magyar Reformatus Egyhaz Bethesda Gyermekkérhaza Budapest 40 Budapest Szabd lIdik6
12TATA Szent Borbéla Kérhaz Tatabanya 40 Komarom megye Kocsis Katalin
13VSZP Veszprém Megyei Csolnoky Ferenc KH Veszprém 40 Veszprém megye Gajzer Eva
14KAPV Somogy Megyei Kaposi Mér Oktaté Kérhaz Kaposvar 35 Somogy megye Désa Magdolna
15STAR Szent Lazar Megyei KH Salgotarjan 15 Noégrad megye Godo Béla
16 HMVH Hodmezbvasarhelyi Erzsébet Kérhaz Hoédmez6vasarhely 20 Hédmezévasarhely Szlts Péter
17GYUL Gyulai Kérhaz Gyula 40 Békés megye H. Nagy Katalin
18 SZEG Szegedi Gyermekkoérhaz Szeged 100 Csongrad megye Kdarti Kalman
19SZ0L Jasz-Nagykun-Szolnok Megyei Hetényi Kérhaz Szolnok 40 Jasz-Nagykun-Szolnok megye Némedi Maria
20KECS Bacs-Kiskun Megyei Onkormanyzat Kérhaza Kecskemét 50 Bacs-Kiskun megye Gog Erzsébet
21DBCN Debreceni Gyermekkérhaz Debrecen 40 Hajdu-Bihar megye Toth Tamas
22BCSB Réthy Pal Megyei KH Békéscsaba 50 Békés megye Somlai Rozalia
23ZALA Zalaegerszegi Megyei KH Zalaegerszeg 50 Zala megye Buzogany Maria
24 SZFV Fejér Megyei Szt. Gyorgy Korhaz Székesfehérvar 100 Fejér megye Karadi Zsuzsanna
25SZEK Tolna Megyei Onkormanyzat Balassa Janos Korhaza  Szekszard 50 Tolna megye Rippl llona
26 NYIR Jbésa Andras Kérhaz Nyiregyhaza 100 Szabolcs-Szatmar megye Kantor Irén
27EGER Heves Megyei Markhoét F. KH Eger 40 Heves megye Pethed Istvan
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1. Abra A HUN-T1D-GENES program szerkezete, és miikodési sémaja

HUN Paediatric T1D
Clinical Centers
n=28

Immunogenetics Laboratory
and serum Turku, Finland

Data on new cases HUN-T1D-GENES |
Program Core Facility FIN Regigtry data
(PTE, Pécs 2004-2006 Szept.) and genellic samples

(Immungenomika Laboratérium,
. Semmelweis Egyetem, Budapest
Data synchraftisation 2006 Szept-)

Hungarian Childhood Diabetes Registry Finnish Childhood Diabetes Registry
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2. Abra A HLA genetikai sziirési modell, és annak egyes elemei az atlagpopulaciéra alkalmazva.
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3. Abra A HLA genetika sziirési modell, és annak Iépései diabeteses paciensek elsofoku rokonaira alkalmazva
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2. tablazat: A HLA DRB1-DQA1-DQB1 haplotipusok tarsuldasa 1-es tipusu
diabétesszel a magyar populaciéban (Hermann et al. publikalas alatt; HUN-
T1D-GENES program). A hajlamositd haplotipusok narancs, a védo
haplotipusok kék mezében szerepelnek.

T1D esetek Kontrollok
HLA Haplotipusok n=1605 n=1479

% %

Relativ
riziké

DRB1*0408-DQB1*0302 0,3 0,1
DR9-DQA1*03-DQB1*0303 1,1 0,5
DR8-DQB1*04 2,6 2,4
DR16-DQB1*0502 6,2 7,6
DR13-DQB1*0604 2,4 2,9
DR1/10-DQA1*01-DQB1*0501 9,1 11,4

A HLA molekulék nevezéktanaban az els6 bet(i jeloli az osztalyt (pl. D esetén HLA II.
osztalyrdl van szd), a masodik betli a géncsalad nevét (M, O, P, Q vagy R), a harmadik betli
pedig azt, hogy melyik polipeptidlancrél (A vagy B) van sz6. Az adott gént az ezt kdveto arab
szam jeloli, majd egy csillaggal elvalasztva a megfelel6 allélvariansra utald szam kovetkezik.
Pl. HLA DRB1*0401 jelentése: HLA II. osztaly, R csalad, B-lanc, 1-es gén, 0401-es varians.
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3. tablazat: A HLA DRB1-DQA1-DQB1 genotipusok tarsulasa 1-es tipusu
diabétesszel a magyar populaciéban (Hermann et al. nem publikalt adatok;
HUN-T1D-GENES program). A hajlamosité kombinacidkat naracs mig a védo

kombinaciokat kék szin jelzi.

T1iD Kontrollok

HLA Genotipus n=810 n=702 Relativ
% % riziko

DR4-DQB1*0302 DR7-DQA1*0201-DQB1*0201 2,3

DR4-DQB1*0302 DR11-13-DQA1*05-DQB1*0301 2,6

DR4-DQB1*0302 DR14-DQB1*0503 0,3 0,8
DR4-DQB1*0302 DR15-DQB1*0602 0,5

DR4-DQB1*0302 DR13-DQB1*0604 1,1 0,4
DR3-DQA1*05-DQB1*0201 DR7-DQA1*0201-DQB1*0201 1,2

DR3-DQA1*05-DQB1*0201 DR8-DQB1*04 1,1

DR3-DQA1*05-DQB1*0201 DR14-DQB1*0503

DR3-DQA1*05-DQB1*0201 DR13-DQB1*0604
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4.Abra

A HLA B39 allél jelenléte fokozza a diabetes rizikdjat azokban a személyekben akik
pozitivak a DRB1*0404-DQB1*0302 haplotipusra. Az dbran Kaplan-Meyer analizis,
(one minus survival curve) lathato.
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5.Abra

A HLA C4BX allél jelenléte fokozza a diabetes rizikojat azokban a személyekben
akik pozitivak a HLA B62-DRB1*0401 haplotipusra. Az abran Kaplan-Meyer
analizis, (survival curve) lathato.

Survival Functions

_ C4B
1,0 lca
_Ilcc
+ CA-censored
-+ CC-censored
0,8
S o6
>
S
S
(9]
IS
> 0,4
(@)
0,2
0,0

! ! ! ! ! !
0,000000 2,000000 4,000000 6,000000 8,000000  10,000000
AGE AT dIABETES DIAGNOSIS

18



Appendix 1.

Abstract of
Manuscript submitted to Diabetes, 2007

HLA B39 affects the type 1 diabetes predisposing effect of DRB1*0404-DQB1%0302
haplotypes

K. Lipponenl, Z. Gombos', A-P. Laine', O. Simellz, M. Knip3’4, R. Hermann'”, J.
Ilonen"®

'University of Turku, Department of Medical Microbiology, Turku, Finland;
2Depalrtment of Paediatrics, Turku University Hospital, Turku, Finland; 3Depar‘[ment
of Paediatrics, Tampere University Hospital, Tampere, Finland; *Hospital for
Children and Adolescents, University of Helsinki, Helsinki, Finland; *Semmelweis
University, Budapest, Hungary; °University of Kuopio, Department of Clinical
Microbiology, Kuopio, Finland

Background

An autoimmune attack against the insulin-producing -cells of the pancreas precedes
the manifestation of clinical type 1 diabetes (T1D). The genetic factors regulating this
process are poorly characterised. The main factors are DQB1-, DRB1- and DQAI-
genes in human leukocyte antigen (HLA) Class II area. However, several studies
support the modifying role of HLA Class I variants.

Aims

To characterize Class I modifiers of the DRB1*0404-DQB1*0302 haplotypes in
relation to T1D risk and to emergence of humoral -cell autoimmunity.

Subjects

We analysed 1205 Hungarian T1D nuclear families to explore disease association of
various HLA Class I alleles. Additionally, 303 ICA-positive children who were
identified in a population-based genetic screening. All individuals carried the
DQB1*02/*0302 or *0302/x (x=*02, *0301, *0602) risk genotypes. Mean follow-up
time was 5.46 years. Study subjects were further tested for insulin, IA2 and GAD
autoantibodies and genotyped for HLA DRB1-DQA1-DQB1, HLA-B and for the
insulin gene Hphl promoter polymorphism.

Results

The DRB1*0404-DQB1*0302-HLA-B*39 and DRB1*0404-DQB1*0302-non-HLA-
B*39 haplotypes conferred significantly different T1D risks, the haplotype carrying
HLA-B*39 being more predisposing (HR: p<0,0001). These haplotypes also had a
differential effect on the appearance of insulin autoantibodies (p=0,0001). This effect
was independent of the insulin gene polymorphism. The presence of HLA-B*39 did
not affect emergence of GADA and [A-2A.

Conclusion

For the first time we showed that B*39 allele on the DRB1*0404-DQB1*0302
haplotype affects appearance of diabetes-related autoantibodies and progression to
clinical disease. Importantly, its primary effect appears to be on insulin-specific
autoimmunity. It is further investigated whether the B*39 allele itself or a gene in the
surrounding genomic region is responsible for this phenomenon.
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Abstract

Aims The Arg620Trp polymorphism of the lymphoid tyrosine phosphatase (PTPN22) gene,
which encodes the LYP protein, is associated with type 1 diabetes (T1D) and insulin-specific
autoimmunity. In this study we aimed at characterising the role of this variant on lymphocyte
activation.

Methods We analysed cytokine secretion and proliferation of peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) and CD4+ T cells in a cohort of clinically non-diabetic, multiple autoantibody-
positive children with HLA-conferred susceptibility to T1D and in children with T1D. The
frequency of regulatory T cells in subjects with different PTPN22 genotypes was also
analysed.

Results We found a profoundly decreased intracellular calcium flux in CD4+ T cells after
PHA stimulus in diabetic children carrying the PTPN22 620Trp variant. In the same group a
decreased proliferation and IL-2 secretion of CD4+ T cells was observed after anti-
CD3/CD28 stimulation (p=0.04 for IL-2). In contrast, no effect of this polymorphism on
tuberculin and tetanus toxoid induced PBMC proliferation and on cytokine secretion of
PBMCs was observed in autoantibody positive children. Importantly, we found no difference
in the frequency of the FoxP3 positive regulatory T cells between diabetic patients carrying
different PTPN22 genotypes.

Conclusions For the first time we showed that the PTPN22 620Trp variant is associated with
reduced activation, proliferation and IL-2 production in human CD4+ T cells. In accordance
with our previous findings on the key role of this variant on disease progression, this
mechanism is likely to contribute to the development of [1-cell specific autoimmunity.
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1-es tipusu diabeteses gyermekek testvéreinek kdvetési protokollja

E protokoll célja, hogy segitse az 1-es tipust diabetes (T1D) korai diagnézisat T1
diabeteses gyermekek testvérei esetében. Ismert, hogy a prediabetes azonositasa
genetikai, immunologiai és metabolikus vizsgalatok segitségével megkonnyiti a T1D
korai diagndzisat. Finn (DIPP vizsgalat) és amerikai (DAISY) (1) tanulmanyok
szerint a kovetett prediabeteses gyermekek esetében a T1D diagnozisakor
alacsonyabb volt a vércukor szint, joval ritkdbb és enyhébb volt a diabeteses
ketoaciddzis, valamint annak szovédményei. Emellett e gyermekek alacsonyabb
insulin adaggal voltak kezelhetdk az els6 évben, a nagyobb rezidudlis béta-sejt tdmeg
miatt. A normoglikémidhoz kozelebb esé vércukoratlag tikkr6z0dott a jobb HbAlc
értekekben is.

A protokoll az elmult néhany év hazai és nemzetkozi vizsgélatainak
eredményein alapul: Magyar Gyermekdiabetes Genetikai ¢s Immunolédgiai Kutatéasi
Program (www.diabet.hu/diabetesgenetics) és a korabban publikalt magyar adatok (2-
4), Childhood Diabetes in Finland Study Group, (5), Belgian Diabetes Registry (6-8),
a Type I Diabetes Prediction and Prevention Project (DIPP) (9-11).

A tablazatban megadott genetikai riziko kategoria a HLA DRB1-DQA1-DQB1
adatokra épiil. Mivel nemcsak magas €s kozepes rizikoju gyermekek esetében alakul
ki T1D, hanem bizonyos esetekben semleges vagy védd genotipussal is, javasolt
minden testvér egyszeri antitest vizsgalata, a protokollban rogzitetteknek megfelelden.
Megemlitendd, hogy a genetikai riziko értékelésekor a diabetes testvérrel valo HLA
azonossag jelentdsen fokozza a betegség rizikojat: Ezért minden HLA identikus
testvér védo (0) és semleges (1) genotipussal a kdzepes rizikoja (2) csoportba
sorolando, mig a kozepes genetikai rizikoji (2) HLA identikus testvérek a magas
rizikdju (3) csoportnak megfelelden keriilnek kdvetésre. A testvérekre vonatkozd, és a
centrumoknak kiadott genetikai rizik6 adatok mar ennek figyelembevételével lettek
meghatarozva.
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HLA Autoantitest Diabetes | Abszolut riziké | Teenddk Kovetési
genetikai | status rizikod T1D iddintervallum
riziko (ICA, TAA, GADA, kategoria | kialakulasara 15 (max)
[IA-2A) éves korig
Ab=autoantitest %
Negativ vagy ICA 0-15 |3 5-10 % Autoantitest 12 hénap
JDFU minta
1 Ab pozitiv de [A-2A |4 20-30 % 1. Klinikai 6 honap
negativ felmérés 3 honap ha <5
(ICA > 15 JDFU, vagy 2. Autoantitest | éves vagy
E IAA, vagy GADA minta HLA azonos
Emelkedett | pozitiv)
genetikai | ha IA-2A pozitiv =
rizikd riziké kategoria 6
2 vagy tobb Ab pozitiv |6 >70% 1. Klinikai 3 honap
(vagy IA-2A pozitiv) felmérés (OGTT
2. Autoantitest | minden 6 ho.-
minta ban)
Negativ vagy ICA 0-15 |2 1-4 % Autoantitest test | 12 honap
JDFU
1 Ab pozitiv de [A-2A |4 20-30 % 1. Klinikai 6 honap
negativ felmérés 3 hénap ha <5
(ICA > 15 JDFU, vagy 2. Autoantitest | éves vagy
IAA, vagy GADA minta HLA azonos
K pozitiv)
i ha [A-2A pozitiv =
Kozepes o, .
genctikai rizikd kat‘efgorla 6 - :
Lk 2 Ab pozitiv 5 50-70 % 1. Klinikai 3 hénap
(IA-2A negativ) felmérés (OGTT
2. Autoantitest | minden 6 ho.-
minta ban)
3 vagy mvagye Ab 6 >70 % 1. Klinikai 3 hénap
pozitiv felmérés (OGTT
vagy [A-2A pozitiv 2. Autoantitest | minden 6 ho.-
minta ban)

Az autoantitest minta vételre a “Protokoll szérum minta gytjtéséhez” hasznalando.
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HLA Autoantitest Diabetes | Abszolut riziko | Teenddk Kovetési
genetikai | status rizikod T1D iddintervallum
riziko (ICA, TAA, GADA, kategoria | kialakulasara (max)
[A-2A) 15 éves korig
Ab=autoantitest %
Negativ vagy ICA pos |1 0.3% Autoantitest 12 hénap
<15 JDFU) minta
1 Ab pozitiv de IA-2A |2 1-4 % 1. Klinikai 6 honap
negativ felmérés
(ICA > 15 JDFU, vagy 2. Autoantitest
3 IAA, vagy GADA minta
Semleges pozitiv) o
. |halA-2A pozitiv =
genetikai | . ., ..
rizikd rizikd kat.egorla 6 -
kategéria 2 Ab pozitiv 4 20-30 % 1. Klinikai 6 honap
(vagy csak az [A-2A felmérés 3 hénap ha
pozitiv) 2. Autoantitest | <Sy vagy
minta HLA azonos
3 vagy mvagye Ab 6 >70 % 1. Klinikai 3 honap
pozitiv felmérés (OGTT
vagy [IA-2A +1 Ab 2. Autoantitest | minden 6 ho.-
pozitiv minta ban)
Negativ 0 <0.01% Nincs kovetés ha 10 évesnél
(vagy ICA pos <15 id6sebb.
JDFU) Ha <10 éves: 24 honap
Autoantitest
minta
1 Ab pozitiv de TA-2A |1 0.3% 1. Klinikai 12 honap
negativ felmérés
(ICA > 15 JDFU, vagy 2. Autoantitest
A IAA, vagy GADA minta
Alacsony | pozitiv)
genetikai | ha [A-2A pozitiv =
rizikd riziko6 kategoria 6
2 Ab pozitiv 4 20-30 % 1. Klinikai 12 honap
(vagy csak az IA-2A felmérés 6 honap ha
pozitiv) 2. Autoantitest | <S5y vagy
minta HLA azonos
3 vagy tobb Ab pozitiv |6 >70% 1. Klinikai 3 hénap
vagy [A-2Apos. + 1 felmérés (OGTT
Ab 2. Autoantitest | minden 6 ho.-
minta ban)
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Klinikai felmérés autoantitest pozitiv gyermekekben a diabetes riziko
pontositasara

Anamnézis, fizikalis vizsgalat, diabetesre specifikus panaszok ¢és tlinetek keresése
Ehgyomri vércukor vizsgalat manifest diabetes kizarasara (ha a capillaris vagy vénas
teljes vérbol mért glucose érték > 6.7 mM, diabetes valoszinii és ennek megfeleléen
kell tovabb 1épni)

Ha az ¢hgyomri vércukor normalis, OGTT kovetkezik:

ha IGT azonosithato, a diabetes rizik6 kategoria 6 (T1D rizikd 70%-nal nagyobb 15
éves korig)

ha OGTT normalis, akkor a IVGTT mérlegelhetd.

IVGTT (jelentdsége: autoantitest pozitiv gyermekek kb. 30%-ban kéros a korai
insulin valasz-FPIR)

ha FPIR csokkent akkor a gyermek a 6-os riziké csportba tartozik (T1D rizikd 70%-
nal nagyobb 15 éves korig)

ha a FPIR normadlis, a riziké kategdria nem valtozik.

Fontos:

IVGTT-t pozitiv serokonverzid esetén egy alkalommal javasolt végezni. Ha FPIR
korosan csokkent, akkor az IVGTT késébbi megismétlése reklasszifikacio céljabol
nem javasolt, ugyanis nem szokott valtozni pozitiv irdnyba. Ha a FPIR normalis,
akkkor abban az esetben mérlegelhetd a megismétlése, ha az autoimmunitas
progredial, azaz Gjabb autoantitestek jelennek meg.

Fontos:

Autoantitest pozitivitas definicidja: Pozitiv immunszerologiai lelet két kiilon
idépontban levett mintaban. Az elsé pozitiv minta esetén javasolt 3 honapon beliil
levenni a masodik mintat.

Alacsony ICA titer (<15 JDFU) és alacsony IAA (insulin autoantitest) titer nem jelent
emelkedett diabetes rizikot, onmagéaban.

IA-2A (islet antigen 2 autoantitest) pozitivitas jelentésen fokozza a diabetes rizikdjat.
Minden 5 év alatti gyermek, aki 2 vagy tobb autoantitestre pozitiv automatikusan a 6-
os rizikocsoportba keriil, €s annak megfelelden sziikséges kdvetni.

5. Ujabb adatok alapjan a proinsulin/C-peptid arany hasznalata mérlegelheté a
residualis béta-sejt tomeg megitélésére (Diabetologia, 2005. 48(11): p. 2322-9). A
protokollba nem keriilt be, mivel a proinsulin és a C-peptid mérésére elterjedt
kiilonboz6 laboratériumi metodikak dsszehasonlitha-tosagardl e tekintetben nincs
adat.
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A kiilonb6z6 T1D riziko csoportba tartozo gyermekek sziileinek adando
tanacsok

(Genetikai és immunoldgiai markerek egylittes figyelembevételével torténik a T1D
rizik6 csoport meghatarozasa).

T1D rizik6 Abszolat | Sziil6knek adando
csoport riziko6 15 Tanacs

éves korig
%

<0.01 -

0.3 -

1-4 -

5-10

B lWINO |~ O

20-30 1. A diabetes tiineteit figyeljék.
Observe diabetes symptoms

2. Diabetes tiineteinek gyanuja
esetén vizelet glucose vizsgalat

5 50-70 1. A diabetes tiineteit figyeljék.
Observe diabetes symptoms

2. Diabetes tilineteinek gyantja
esetén vizelet glucose vizsgalat

6 >70 1. A diabetes tiineteit figyeljék.
2. Vizelet glucose vizsgalat
javasolt hetente 3 alkalommal
ES

diabetes tiineteinek gyanuja
esetén
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Background: In the TEDDY study patient eligibility is defined by the presence of
some of the selected type 1 diabetes risk associated HLA-DR-DQ genotypes. A
practical screening strategy was required with efficient exclusion of ineligible patients
at an early stage. Also a simple, low-cost and fast screening system was needed for
the primary step of the risk assessment including thousands of samples.

Methods: A homogeneous genotyping system utilizing an asymmetric PCR and
subsequent hybridization of allele specific probes was designed to be used as the first
screening step. This assay was combined with methods further elucidating the genetic
risk of type 1 diabetes to screen for high-risk individuals.

Results: The homogeneous assay platform allows the typing of hundreds of samples
within one working day. The costs of the assay are minimal and the reductions in
hands-on time provide considerable improvements compared to the heterogeneous
genotyping methods comprising of separate PCR and hybridization steps. The primary
selection criteria used in the first step proved to be efficient since the numbers of
samples typed in subsequent stages were markedly reduced.

Conclusions: The presented assay system provides a practical approach to the rapid
screening of thousands of samples at low cost, a general starting point for large scale
screening studies.
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Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is a complex disease where environmental factors play a role
in the development of the disease in subjects with inherited susceptibility. A large
international effort, the TEDDY study (The Environmental Determinants of Diabetes
in the Young) was recently launched with the aim to explore the contribution of
various environmental factors to disease developmentl. In this project newborns with
genetic susceptibility to T1D are identified in an initial screening step, and those
found having defined risk haplotypes at increased risk are then monitored for
emergence of autoimmunity and observed for various environmental exposures for up
to 15 years. Our laboratory is performing genetic screening for the study cohort
recruitment in Finland and Germany and for this purpose we have developed the
methods and the model for the multistage genetic risk definition described here.

T1D susceptibility is defined by a number of genes with a major contribution of the
HLA complex2,3. The primary disease determinant is HLA-DQ molecule encoded by
DQA1 and DQBI genes but certain variants of the neighboring DRB1 genes also
influence genetic type 1 diabetes susceptibility when they occur together with
particular DQ alleles4. Consequently, HLA-encoded disease risk is best defined by
the DRB1-DQA1-DQB1 haplotype combinations5,6. The absolute disease risk
associated with different HLA Class II genotypes ranges from 5-8 % to less than 0.01
%77. Eligibility for follow-up in the TEDDY study is defined by the presence of
certain high risk associated genotypes, which are differently defined among newborns
recruited from general population and among those with first-degree relatives (FDR)
affected by TID1.

A simple, efficient and reliable screening system is required whenever embarking on a
project involving the typing of thousands of samples. Here we describe a screening
system designed to identify those individuals with a high genetic risk for developing
T1D and eligible for the TEDDY study. An efficient and cheap primary screening
step based on a homogeneous typing method uses whole blood dried on a sample
collection card as a sample material. The whole assay can be performed in four hours
with less than one hour of hands-on time and produces numerical results easily
interpreted and incorporated to databases. The equipment needed for this assay consist
of only a thermal cycler and a fluorescence counter, instruments that are common in
many laboratories, thus adoption of the system to new laboratories is straightforward
and rapid.

The steps following the homogeneous, primary screening are based on either a well-
known DELFIA method (PerkinElmer Life and Analytic Sciences Wallac, Turku,
Finland) or they are simple PCR assays based on allele specific amplification.
Depending on the results of each of the typing steps a sample may require different
kinds of additional typing as described in Figures 1 and 2.

Patients and methods
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Finnish birth cohort: The general population sample from Finland comprised
consecutive newborns (n=9608) from three cities, Turku, Tampere and Oulu. Dried
blood spots taken at birth during the period from the 1st of November 2005 until the
30th of October 2006 were analyzed. Samples from siblings of children with type 1
diabetes were included in the first-degree relative cohort (n=137).

German birth cohort: The general population sample from Germany comprised 1341
consecutive newborns from Munich (study period: 13.09.200-30.10.2006). The FDRs
were recruited through the BabyDiab network from Germany (n=55)8.

Hungarian family cohort: An additional set of FDRs were recruited from Hungary,
using the framework of the nationwide HUN-T1D-GENES program. The family
sample comprised 1232 T1D nuclear families.

Homogeneous HLA DQBI1 screening system for stage 1 genetic risk assessment

A homogeneous genotyping system was developed to be used in the first step of the
screening. The method is based on an asymmetrical PCR and a subsequent
hybridization of allele specific probes9,10 and in this screening program it is used to
differentiate the samples positive for the DQB1*02 and DQB1*0302 alleles as well as
all those with DQB1*05 and DQB1*06 allele groups.

The oligonucleotides used in this study are described in Table 1. Amplifications were
performed on ThermoFast® 96 plates (ABgene, Epsom, UK) and sealed with
Microseal ‘A’ Sealing film (MSAS5001, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The 25 pl
reaction mixture contained 1.0 U 7T1 Taq polymerase (HyTest Ltd, Turku, Finland),
0,8X HyTest PCR buffer (HyTest Ltd) 4.5 mmol/L MgCI2, 0.2 mmol/L dNTPs
(Fermentas Inc., Helsingborg, Sweden), 1.5 mol/L betaine (Acros Organics, Geel,
Belgium), 1% DMSO (dimethyl sulfoxide) (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA),
0.6 umol/L DQB1 5’ primer and 0.15 pmol/L DQBI 3’ primer.

Two probe-quencher pairs were used in each reaction and the concentrations were as
follows for the *02, *0302, *05/6 and control probes / quenchers, respectively: 0.6
nmol/L / 5.3 nmol/L; 3.3 nmol/L / 16.6 nmol/L; 1.7 nmol/L / 13.3 nmol/L; and 3.3
nmol/L / 33.2 nmol/L. The *02 and *0302-probes and quenchers were combined in
one reaction and similarly the *05/6 and control-probe-quencher-pairs were combined
in another reaction. The *05/6-probe recognizes all DQB1*05 and DQB1*06 alleles.

The sample material was EDTA treated whole blood dried on a sample collection
card. The DNA was detached from the sample card into solution and a small aliquot
of this was used as a template in the actual PCR. In detail, EDTA treated blood was
applied to FTA® Classic Card (Whatman International Ltd, Maidstone, UK) sample
collection cards and 3 mm discs were cut from the dried cards into the wells of a
ThermoFast® 96 PCR plate. 50 ul of H20 was added to each well and sealed with a
Microseal ‘A’ Sealing film and incubated at 100 °C for 10 minutes. 1 pl samples were
used as templates in the homogeneous PCR assay as well as in the later PCR steps of
the screening program. The thermal cycling program was performed as described
previously10.
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Alternatively, Whatman ProteinSaver™ 903 cards (Whatman International Ltd) could
be used as sample material. With these sample cards a modification was required to
the pretreatment protocol: Before boiling in water the discs were first washed with
NaOH by adding 50 ul of 10 mmol/L NaOH to the discs. The plates were briefly
centrifuged and the liquid was removed. Then 50 pl of water was added to each well
and the plate sealed and incubated at 100 °C for 10 minutes.

The samples that based on the results of the primary screening were classified as
DQB1*02/x (x£DQB1*05/6), DQB1*0302/x or DQB1*02/DQB1*0302 were further
investigated with the DELFIA® based assays (Figure 1). Of the FDR-samples also
those that gave a positive result with both *0302 and *05/6 probes were included in
further studies (Figure 2).

Additional assays for stage 2-3 genetic risk assessment

The secondary DQBI typing

A modified DELFIA® assay was used to type the samples for the presence of the
DQBI1 alleles *0301, *0303 and *04. In short the sequence of interest was amplified
according to the instructions previously described11 and summarized in Table 2. The
hybridization was performed using the allele specific probes for the DQB1*0301,
*0303 and *04 alleles and done according to the manufacturer’s instructions with
small modifications as indicated in Table 3.

For the extended secondary screening for the DQBI1 alleles *0501, *0502, *0503,
*0601, *0602, *0603 and *0604 applied to the FDR samples positive for the *0302
and *05/6 probes in the primary screening only the number of probes in the
hybridization was increased, other steps were similar to those described for the
screening of DQB1 alleles *0301, *0303 and *04. The additional probes and their
concentrations in the hybridization are described in Table 4.

The DQAT screening and DRB1*04 subtyping

The DQAT screeningl2 for the DQAL alleles *0201, *03 and *05 is in principle done
as the secondary DQB1 screening. The conditions for the amplification of the area of
interest are described in Table 2 and the hybridization protocol is summarized in
Table 5. The conditions for the PCR for DRB1*04 subtyping are described in Table 2
and the hybridization was done as described earlier by Nejentsev et al 199913.

The DRBI assays based on allele specific amplification

The DRB1*08, DRB1*01/10 and DRB1*09/13 assays were based on allele specific
PCR14 and the PCR conditions are summarized in Table 2. In these assays the PCR
products were analyzed by agarose gel electrophoresis and the interpretation of the
results was based on the different sizes of the products originating from different
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DRBI alleles in the DRB1*01/10 and DRB1*09/13 assays and in the presence or lack
of a PCR product in the DRB1*08 subtyping.

Results

Homogeneous screening system stage 1 genetic risk assessment

Figure 3 shows the results of 114 samples in the primary homogeneous DQBI1
screening assay. The signal-to-background ratios are calculated for each probe and the
cut-off values for all probes were set as shown in Figure 3 at 1.50 for the DQB1*02
and control probes (panels A and D) and at 1.30 for the DQB1*0302 and DQB1*05/6
probes (panels B and C). Samples that gave signal-to-background ratios higher than
the cut-off were considered positive for the allele tested. As shown by the control
probe all samples were amplified successfully. A sample showing an elevated signal-
to-background ratio with the DQB1*05/6-probe, marked with an arrow in panel C, but
remaining under the cut-off value was reanalyzed and shown to be negative.

Flow of the typing procedure

All samples were first analyzed using the homogeneous typing with three probes
specific for HLA-DQB1*02, DQB1*0302 and DQB1*05/6 positive samples. The
samples that were positive for either the DQB1*02 or DQB1*0302 but did not give a
positive result with the DQB1*05/6 probe in the primary screening were further tested
for the presence of DQB1*0301, DQB1*0303 and DQB1*04 in the secondary DQBI
screening using the DELFIA method. Samples positive for DQB1*0301 and
DQB1*0303 were excluded and those with DQB1*0302/DQB1*04 and assumed
homozygosity for DQB1*02 or DQB1*0302 were further studied.

DQAT1 typing was done for the DQB1*02/DQB1*0302 and for DQB1*02
homozygous samples. If the DQB1*02/0302 positive samples gave a DQA1 genotype
of *03/05 they were further studied for the DRB1*04 subtype.

The assumed DQB1*0302 homozygotes and samples with DQB1*0302/DQB1*04
genotype were also typed for the DRB1*04 subtypes. The DQB1*0302/DQB1*04
positive samples were further tested for the presence of DRB1*08 if the DRB1*04
subtyping result was neither *0403 or *0406. The selection of the individuals as
eligible for the TEDDY study was done as indicated in Figure 1.

More genotypes were eligible for the first-degree relatives and thus the procedure for
their typing was more complicated. In addition to the samples that in homogeneous
screening gave a positive signal with the DQB1*02-probe and/or DQB1*0302-probe
without DQB1*05/6 also samples positive for both DQB1*0302 and DQB1*05/6
probes were selected for more specific typing (Figure 2).

After the secondary DQBI typing also DQB1*02/DQB1*0303 heterozygotes were

tested for the DQAT1 alleles as well as those with DQB1*0302/DQB1*0303.
DQB1*02/DQB1*0303 heterozygotes positive for DQA1*03 and DQA1*05 and
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those with the DQB1*0302/DQB1*0303 genotype with only DQA1*03 and none of
the other tested DQA1 alleles were finally typed for the presence of DRB1*09 alleles
with the DRB1*09/13 assay.

The DQB1*0302 positive samples that were also positive for the DQB1*05/6 in the
primary DQBI screening were further tested for the DQBI alleles *0501, *0502,
*0503, *0601, *0602, *0603 and *0604. Of these the *0302/DQB1*0502 positives
were eligible for the study without additional typing. The *0302/DQB1*0501 samples
were screened for the presence of the DRB1*01 and DRB1*10 alleles. All FDR
samples were classified to non-eligible and eligible for the TEDDY study according
to the guidelines given in Figure 2.

After all screening steps those samples that were found to be homozygous for either
DQB1*02 or DQB1*0302 and eligible for the TEDDY study were sequenced for the
DQBI gene to confirm the homozygosity and that no rare DQB1 alleles were left
undetected.

The numbers of samples typed with each assay in all steps are shown in brackets in
the flowcharts presented in Figure 1 for the general population and in Figure 2 for the
FDRs for the Finnish and German populations. The numbers of samples typed in the
later stages are markedly smaller than those screened in the primary homogeneous
assay for the DQBI alleles *02, *0302 and *05/6 indicating an efficient selection by
this multistage screening strategy. Only 16.5 % of the general population samples and
45.8 % of the FDR samples are typed in stage 2 DQB1 step. For the DQAT1 screening,
DRB1*04 subtyping and other DRBI1 assays the percentages for the general
population and FDRs are 5.3 and 19.3; 5.0 and 5.2; and 1.7 and 15.1, respectively. For
the FDRs the percentages of samples continuing after the primary screening are to
some extent higher than with the general population, as can be expected.

Discussion

The HLA class II region acts as an oligogenic superlocus that defines approximately
half of the genetic component for type 1 diabetes. The genetic risk can thus to great
extent be defined using HLA typing. The problem inherent in HLA typing is the
enormous polymorphism and multiplicity of the loci; and to reduce the costs of
genetic risk estimation in HLA associated diseases one can concentrate on the loci and
alleles shown to be positively or negatively associated.

Our research group has had a long-term interest in the development of high-
throughput assays for screening population cohorts for recruitment of study subjects
for natural history and prevention studies in type 1 diabetes. The original assay
consisted of typing those DQBI alleles found increased or decreased among T1D
patients and the procedure has thereafter been complemented by additional typing for
relevant DQA1 and DRBI alleles, which has increased its sensitivity and specificity
and made it more applicable in various populations6.

It has to be noted, that it is possible to a great extent to reduce the number of
necessary typings at some secondary loci because of the known strong linkage
disequilibriums between alleles at different loci. Thus the DQB1*0302 allele is
always associated with DQA1*03 and DRB1*04. Typing for various DRB1*04
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alleles is, however, important because the risk of the haplotype is dependent of the
exact DRB1*04 allele. DRB1*0403 and DRB1*0406 in the haplotype are strongly
protective and others associated with variable degree of risk. A different case is found
with DQB1*02 which with DQA1*05 is coding for a risk conferring molecule
whereas the other common haplotype combination, DQB1*02 with DQA1*0201, is
coding for a neutral or protective molecule. Typing can thus be arranged in a stepwise
manner where the result of one stage defines further typing. The current model
addresses genetic risk assessment in a very robust and cost-efficient way.

The first step in the screening program for the TEDDY study includes a vast number
of samples1. A simple, inexpensive and rapid screening method is an absolute
requirement for large scale projects to be performed within a practical time frame and
with reasonable costs. Here we present a screening system utilizing a homogeneous
approach in the primary screening step including thousands of samples.

The specificity of the introduced homogeneous assay and specifically of the
previously unpublished DQB1*05/6-probe was certified by typing a set of previously
analyzed samples and the results were 100 percent concordant (data not shown). With
the inclusion of the DQB1*05/6-probe to the primary homogeneous screening step the
percentages of samples excluded from the study in the primary step are for the general
population approximately 83.5 and for the first-degree relatives 54.2. With this correct
selection of analytes in the primary screening step the numbers of samples requiring
further genotyping were vastly reduced.

The homogeneous assay requires only a little hands-on time and a single assay can be
performed in only four hours. The stability of the system allows the measurement of
the signals to be performed either right after the thermal cycling or even two days
after the cycling step giving even more flexibility to the user. The reduction in the
required hands-on time compared to the DELFIA based assays consisting of separate
steps for PCR and hybridization also translates into significant savings in the costs for
the assays. Also the reductions in the materials required for the assay contribute to the
markedly lower costs of the homogeneous assay format when compared to DELFIA
based assays11,12,15. The simplicity of the assay is further increased by the use of
blood dried on sample collection cards. The pretreatment protocol of the samples
enables a multitude of assays from a single sample even when the original sample
material is scarce. A single blood spot 3 mm in diameter can be used for as many as
90 different assays if a 100 pl volume of H20 is used in the final step of the
pretreatment protocol and 1 pl of this used as a sample in the PCR.

After the primary DQBI1 screening the DELFIA hybridization assay concept was used
for additional typing except for the few DR assays where the presence of DR1, DR8
and DR9 were ensured in DQB1*0501, DQB1*04 and DQA1*03-DQB1*0303
haplotypes. These haplotypes were parts of few eligible genotypes in family members
only and the conventional gel detection was used as it was not reasonable to establish
high-throughput method for such a small number of samples.

In summary, the presented risk assessment strategy employing a multistage screening
procedure allows a high-resolution risk estimation that is critical when classifying

subjects according to T1D genetic risk. In contrast to screening systems focusing only
on DQBI that gives limited information15, our method defines genetic risk according
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to the best knowledge defined by previous population studies5,6,16. The designed
system allows great flexibility in the sizes of sample collections under investigation;
the system is as suitable for small collections with only a few samples to be genotyped
as well as large studies with thousands of samples. Importantly, modern technology
enables reduction in assay time and costs, which is critical in high-throughput
population screening studies10,17.
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Legends to figures

Figure 1. (lasd 2. Abra fentebb) Flowchart of the genotyping steps and genetic risk
assessment in the general population in the TEDDY study screening program. The
assay steps are marked in boxes with dashed lines and the results of the sample
genotypes continuing in the screening program are in boxes with solid line outline.
Three major risk groups are defined in the primary homogeneous assay: 1) samples
positive only for the DQB1*02, 2) samples positive only for the DQB1*0302 positive
and 3) samples positive for both DQB1*02 and DQB1*0302. The other genotypes are
not eligible for the TEDDY study. Based on the screening results the samples are
further genotyped as shown in the chart with the secondary DQBI1 assay, the DQA1
screening, the DRB1*04 subtyping and the additional DRB1 subtyping assays. A
confirmatory sequencing is done of the homogeneous DQB1*02/02 and
DQB1*0302/0302 genotypes to assure that no rare DQBI1 alleles were left undetected.
The numbers of samples typed with each assay are marked in brackets at each assay
step for the Finnish and German samples, respectively.

Figure 2. (lasd 3. abra fentebb) Flowchart of the genotyping steps and genetic risk
assessment in the first-degree relatives in the TEDDY study screening program. The
assay steps are marked in boxes with dashed lines and the results of the sample
genotypes continuing in the screening program are in boxes with solid line outline.
The samples not eligible for the study are left unmarked for clarity. Four major groups
continuing in the screening program are defined in the primary homogeneous assay:
1) samples positive only for the DQB1*02, 2) samples positive only for the
DQB1*0302 positive, 3) samples positive for both DQB1*0302 and DQB1*05/6 and
4) samples positive for both DQB1*02 and DQB1*0302. The other genotypes are not
eligible for the TEDDY study. The numbers of samples typed with each assay are
marked in brackets at each assay step for the Finnish and German samples,
respectively.

Figure 3. (lasd 6. 4bra lentebb)Results of the preliminary homogeneous screening
assay for the DQBI1 alleles *02, *0302 and *05/6. The signal-to-background ratios of
the *02-probe, the *0302-probe, the *05/6-probe and the control probe are shown in
panels A, B, C and D, respectively. The cut-off value for each probe is marked with a
black horizontal line. The sample marked with an arrow in panel C was retyped and
found to be negative for the DQBI alleles *05 and *06.
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Table 1. The oligonucleotides used in this study.

Assay Oligonucleotide Sequence from 5' to 3' end Label/position
o DQB1-HG 5' primer GGGCATGTGCTACTTCACCAACG
£ DQB1-HG 3' primer CCTTCTGGCTGTTCCAGTACT
g »  *02-probe AAGAGATCGTG Tb/5'
2 § *02-quencher CGCACGATCTCT dabcyl/3'
o5 *0302-probe CCGCCTGCC Eu/5'
g 8 *0302-quencher GGCAGGCGG dabcyl/3'
2 £ *05/6-probe GGGCGGCCT Tb/5'
g £  *05/6-quencher AGGCCGCCC dabcyl/3'
é control-probe CGCTTCGACAG Eu/5'
o control-quencher CTGTCGAAGCG dabcyl/3'
DQB1 5' primer GCATGTGCTACTTCACCAACG
2 DQB1 3' primer CCTTCTGGCTGTTCCAGTACT biotin/5'
S *0301-probe ACGTGGAGGTGTAC Sm
[]
g *0301/3-probe CCGCCTGACGC Tb
2 *04-probe AACGGGACCGAGC Eu
g *04/5-probe TGCGGGGTGTGAC Sm
&) *0501-probe ACCGGGCAGTGAC Sm
g *0502-probe CCGCCTGACGC Tb
° *0601-probe AGGAGGACGTGC Eu
8 *0602/3-probe GTACCGCGCGGT Eu
3 *0603/4-probe TTGTAACCAGACACA Sm
control-probe CTTCGACAGCGACG Tbh
o DQA1S5 primer GGTAGCAGCGGTAGAGTTG
> £ DQA1 3' primer TATGGTCTAAACTTGTACCAGT
g g§ "0201-probe CACAGCAACTTCCAGAC Tb
o g *03-probe TCATGGCTGTACTG Eu
*05-probe TAATCAGACTGTTCA Sm
< O
o £
o § see reference Nejetsev et. al 1999
¥ =
a3
2 . DRB1*08 5' primer AGTACTCTACGGGTGAGTGTT
* & DRB1*08 3' primer CTGCAGTAGGTGTCCACCAG
@ & control 5' primer (DQB1 5' primer) GCATGTGCTACTTCACCAACG
X =
] control 3' primer (DQB1 3' primer) CCTTCTGGCTGTTCCAGTACT
too DRB1*01 5' primer TTGTGGCAGCTTAAGTTTGAAT
@ £ & DRB1*10 5' primer CGGTTGCTGGAAAGACGCG
0 © 2 DRB1*01/*10 3' primer CTGCACTGTGAAGCTCTCAC
& 2 DRB1*09 &' primer GTTTCTTGAAGCAGGATAAGTTT
:C_’ e DRB1*09 3' primer CCCGTAGTTGTGTCTGCACAC
@ « DRB1*13 5' primer GTTCCTGGACAGATACTTCC
O s  DRB1*13 3' primer TCCACCGCGGCCCGCTC

underlined bases are LNA
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Table 2. The PCR conditions used in this study.

secondary DQB1 screening DQA1 screening DRB1*04 screening DRB1*08 typing DRB1*01/*10 typing DRB1*09/*13 typing
reaction volume 80 ul (110 pl#) 80 pl 60 pl 20 pl 20 pl 20 pl
buffer 1x HyTest PCR buffer 1x HyTest PCR buffer 1x HyTest PCR buffer 1x HyTest PCR buffer 1x HyTest PCR buffer 1x HyTest PCR buffer
MgCl, 3.0 mmol/L 5.0 mmol/L 3.0 mmol/L 4.0 mmol/L 4.0 mmol/L 4.0 mmol/L
dNTPs 0.2 mmol/L 0.2 mmol/L 0.2 mmol/L 0.2 mmol/L 0.2 mmol/L 0.2 mmol/L
betaine 1.5 mol/L 1.5 mol/L 1.5 mol/L 1.5 mol/L 1.5 mol/L 1.5 mol/L
BSA - 0.1g/L - - - -
polymerase HyTest 7T1 0.015 U/pl HyTest 7T1 0.019 U/pl HyTest 7T1 0.033 U/pl HyTest 7T1 0.025 U/pl HyTest 7T1 0.025 U/pl HyTest 7T1 0.025 U/pl
primers 0.2 ymol/L 0.2 ymol/L 0.5 ymol/L DRB1*08 primers 0.3 ymol/L 0.3 umol/L 0.3 umol/L
control primers 0.2 ymol/L
thermal cycling 1) 95 °C for 6 min 1) 96 °C for 3 min 1) 96 °C for 4 min 1) 96 °C 1 min 1) 96 °C 1 min 1) 96 °C 1 min
2) 59.5 °C for 4 min 2) 55 °C for 2 min 2)96 °Cfor20 s 2)96°C25s 2)96°C25s 2)96°C 25 s
3)0,5°Clsto 73 °C 3) 73 °C for 2 min 3)51°Cfor30s 3)63°C45s 3)63°C45s 3)60°C45s
4) 73 °C for 2 min 4) 96 °C for 45s 4)72°Cfor30s 4)72°C45s 4)72°C45s 4)72°C45s
5) 95 °C for 1 min 5)55°Cfor45s repeat steps 2-4 40 times repeat steps 2-4 4 times repeat steps 2-4 4 times repeat steps 2-4 4 times
6) 59.5 °C for 1 min 30 s 6) 73 °C for 1 min 5) 72 °C for 2 min 5)96°C25s 5)96°C 25 s 5)96°C 25 s
7)0,5°Cls to 73 °C repeat steps 4-6 39 times 6)58°C50s 6)58°C50s 6)58°C50s
8) 73 °C for 2 min 7) 73 °C for 2 min 7)72°C45s 7)72°C45s 7)72°C45s
repeat steps 5-8 34 times repeat steps 5-7 30 times repeat steps 5-7 30 times  repeat steps 5-7 30 times
9) 73 °C for 5 min 8)96°C25s 8)96°C25s 8)96°C25s
9) 48 °C 1 min 9) 48 °C 1 min 9)45°C 1 min

10) 72 °C 2 min
repeat steps 8-10 4 times

10) 72 °C 2 min
repeat steps 8-10 4 times

10) 72 °C 2 min
repeat steps 8-10 3 times

7110 pl used in typing the
DQB1*0302 and *05/6 positive

t .
1% degree relatives
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Table 3. Secondary DQBI1 screening — hybridization for the DQB1 alleles *0301,

*0303 and *04.

Step #

1. Add 8 ul of PCR-product and 50 pl of Assay Buffer per well into a
streptavidin coated 96-well plate

2. Shake slowly for 30 min at room temperature, plate covered with sealer

3. Wash the plates four times with a room temperature wash solution

4. Add 150 pl of 50 mM NaOH per well

5. Shake slowly for 5 min at room temperature

6. Wash the plates four times with a room temperature wash solution

7. Add the probes in 100 ul volume per well of Assay Buffer containing in
final concentrations 1 M NaOH and 0,1 % Tween
*0301-probe with samarium label 1.0 ng/well
*0301/3-probe with terbium label 1.5 ng/well
*04-probe with europium label 0.5 ng/well

8. Incubate at +37 °C for 2 hours, no shaking, plate covered with sealer

9. Wash six times with washing solution heated to +46 °C

10. Add 100 pl of DELFIA Enhancement Solution per well

11. Shake slowly for 25 min at room temperature

12. Measure the europium and samarium fluorescence

13. Add 25 ul DELFIA Enhancer per well

14.

Shake slowly for 5 min at room temperature

15.

Measure the terbium fluorescence
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Table 4. Secondary DQBI1 screening for the first-degree relatives — additional
hybridization probes for DQBI1 alleles *04/5, *0501, *0502, *0601, *0602/3 and

*0603/4.

probe ng / well alleles recognized by the probe
*04/05-samarium 2.0 *04, *05

*0501-samarium 8.2 *0501

*0502-terbium 2.0 *0502, *0504
*0601-europium 1.0 *0601

*0602/3-europium 1.0 *0602, *0603
*0603/4-samarium 2.0 *0603, *0604

Table 5. The hybridization steps in the DQAT1 screening. Only the deviations from the
protocol used for the DQB1 secondary screening assay (Table 3) are shown.

Step

1. Add 10 pl of PCR-product and 50 pl of Assay Buffer per well into a

streptavidin coated 96-well plate

2.-6. | Same as in secondary DQB1 screening hybridization (see table 3)

7. Add the probes in 100 pl volume per well of Assay Buffer containing in final

concentrations 1 M NaOH and 0,1 % Tween
*0201-probe with terbium label 1.0 ng/well
*03-probe with europium label 0.5 ng/well
*(05-probe with samarium label 5.0 ng/well

8.-15. | Same as in secondary DQBI screening hybridization (see table 3)
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