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Hovedbudskap

B Funksjonelle proteinanalyser utgjer en viktig
del av utredningen av genvarianter assosiert
med MODY

B American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) har utgitt retningslinjer for
bruk av funksjonelle data for klassifisering av
genvarianter

B Vurdering av patogen effekt av genvarian-
ter bygger pa godt studerte genvarianter som
kvalitetskontroll i individuelle analyser

B Genetisk og funksjonell MODY-diagnostikk
er viktig i persontilpasset behandling av pasi-
enter

Sammendrag og ngkkelord

Bakgrunn: MODY (Maturity-Onset Diabe-

tes of the Young) er en arvelig form for ikke-
insulinavhengig type diabetes mellitus, forar-
saket av sykdomsgivende genvariant i ett av
mange MODY-gen. Hensikten med artikkelen
er & belyse viktigheten av funksjonelle prote-
inanalyser i evalueringen av konsekvens av
MODY-genvarianter, for presis diagnose og
persontilpasset behandling.

Material og metode: Oversiktsartikkelen er
basert pa en gjennomgang av litteraturen, for-
fatternes egen forskning innen omradet og
erfaring med pasientgruppen.

Resultater: Basert pa anbefalinger fra Ameri-
can College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG), rundt evaluering og klassifisering av
genvarianter, der funksjonelle proteinanalyser
av genvarianter inngdr i anbefalingene, har man
de senere ar utviklet skreddersydde analyser
for funksjonell vurdering av genvarianter i flere
MODY-gen. Blant disse inngdr vurdering av
effekt p4& MODY-proteinets evne til & dimerisere,
binde DNA, transaktivere malgener, og lokali-
sere til cellekjernen, samt effekt av genvariant
pa mengder produsert MODY-protein.
Konklusjon: En samlet vurdering av data fra
genetisk klassifisering av en MODY-genvariant,
med data fra funksjonelle analyser, klinisk pasi-
entdata/ familiehistorie, og tidligere rapporter
om genvariant fra litteraturen, har vist seg vik-
tig i utredningen av genvarianters alvorlighets-
grad og betydning for behandling av pasient-
gruppen. Videre forskning og optimalisering

av de funksjonelle analysene vil vaere viktig

i utredningen av genvarianter assosiert med
flere spesifikke MODY-subtyper.

Nokkelord: Diabetes, MODY, funksjonelle ana-
lyser, persontilpasset behandling

M Bioingenigren er godkjent som viten-
skapelig tidsskrift. Denne artikkelen er

fagfellevurdert og godkjent etter Bioin-
genigrens retningslinjer.
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Diabetes mellitus

— analyser av genvarianter assosiert
med subtyper av Maturity-Onset
Diabetes of the Young (MODY)

Innledning

MODY (Maturity-Onset Diabetes of the
Young) er en arvelig form for ikke-in-
sulinavhengig type diabetes mellitus (1).
Diagnosen baseres pa typiske Kkliniske
symptomer og identifisering av syk-
domsgivene (patogen) genmutasjon som
arsak til MODY. Hensikten med artikke-
len er a belyse viktigheten av funksjo-
nelle proteinanalyser for & evaluere kon-
sekvensen av MODY-genvarianter, for en
presis MODY-diagnose og for persontil-
passet medisin for pasienter med utvalgte
subtyper av MODY. Artikkelen gir en
oversikt over karakterisering, arsak og
utvikling av vanlige former for diabetes
og MODY og funksjonelle proteinanaly-
ser som er relevant innen diagnostikk av
enkelte MODY-subtyper.

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus er en kronisk sykdom
som oppstar nar kroppens bukspyttkjertel
enten ikke produserer nok insulin, eller
nar kroppen ikke klarer 3 effektivt dra
nytte avinsulinet som produseres. Insulin
er et hormon som regulerer blodsukkeret
(2). Hyperglykemi, eller forhgyet blods-
ukker, er en vanlig effekt av ukontrol-
lert diabetes, som over tid fgrer til alvor-
lig skade pd mange av kroppens systemer,

spesielt nerver og blodarer. Pa verdensba-
sis gker forekomsten av diabetes kraftig.
Mer enn 537 millioner lider av diabetes i
dag, og forekomsten er predikert a gke til
700 millioner innen ar 2045, pd grunn av
livsstilsfaktorer som fedme og inaktivitet
(2). Ifelge The American Diabetes Asso-
ciation kan diagnosen diabetes bli satt
enten nar fastende plasmaglukose (FGP)
er > 7,0 mmol/L, eller etter en 75g gluko-
setoleransetest, der plasmaglukosekon-
sentrasjonen er > 11,1 mmol/L, to timer
etter test. HbAic er andelen hemoglo-
bin som har bundet glukose. HbA1c-niv3,
som et mal pd langtidsblodsukkeret, kan
ogsa bli brukt som marker for kronisk
glykemi. En konsentrasjon > 47,5 mmol/
mol (6,5%) er anbefalt som diagnostisk
grense for diabetes (3). I tillegg, om pasi-
enten har klassiske symptomer pa hyper-
glykemi eller en hyperglykemisk krise,
kan diagnosen settes ved tilfeldig niva av
plasmaglukose > 11,1 mmol/L (3).

Diabetes type 1

Diabetes type 1 (T1D) (tidligere kjent som
insulin-avhengig, juvenil eller barne-
diabetes) er karakterisert ved mangelfull
insulinproduksjon, ikke-malbare konsen-
trasjoner av plasma C-peptid, og ketoaci-
dose (gkte nivaer av ketoner grunnet for-
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F1GUR 1. Klassifisering av diabetes mellitus. Diabetes mellitus kan (forenklet) kategoriseres inn i diabetes type 1 og type 2, svangerskapsdia-
betes og spesifikke diabetesformer som syndromrelatert diabetes og MODY. MODY, som er forérsaket av mutasjon i enkeltgen, kan videre deles

inn i MODY1-14, avhengig av affisert gen.

lengede perioder av hyperglykemi) (2).
Symptomer ved T1D inkluderer gkende
urinering, terste, konstant sult, vekttap,
synsforandringer og tretthet. Slike symp-
tomer kan oppsta plutselig. Andre karak-
teristiske trekk ved TiD er tidlig debut
(vanligvis <40 ars alder) hos barn/unge
voksne, og tilstedevaerelse av autoanti-
stoffer (GAD, IA-2, IA-2f, ICA, ZnT8) (2).
Slike autoantistoffer er markgrer for gde-
leggelse av bukspyttkjertelens B-celler.
Tilstedeveerelse av disse, sammen med
ikke-malbare konsentrasjoner av plasma
C-peptid, er viktige indikatorer for diag-
nostisering av T1iD (2). Sykdommen, som
utgjer rundt 5-10% av all diabetes, krever
daglig administrering av insulin. Verken
arsaken til sykdommen eller preventive
tiltak er godt kjent. En kompleks inter-
aksjon mellom genetikk og miljgfaktorer
som virale infeksjoner har veert assosiert
med utviklingen av sykdommen.

Diabetes type 2
Diabetes type 2 (T2D) (tidligere kalt
ikke-insulinavhengig eller adult-onset)

forarsakes av kroppens manglende effek-
tive bruk av insulin. Hyperglykemien opp-
star pa grunn av nedsatt insulinsekresjon
og/eller insulinresistens, og er karak-
terisert ved manglende vevsrespons til
insulin (4). Over 90% av diabetespopula-
sjonen har T2D (2). Denne formen for dia-
betes er hovedsakelig et resultat av heoy
kroppsvekt og fysisk inaktivitet. I motset-
ning til T1D blir sykdommen ofte diagnos-
tisert flere ar etter debut, og etter at kom-
plikasjoner (mikro-/makrovaskulare) har
oppstdtt. Sykdommen manifesterer seg
vanligvis hos eldre voksne (>40 ars alder),
men sees ogsa hyppigere hos barn og ung-
dom pd grunn av gkende forekomst av
fedme hos disse gruppene. Nar sunt kost-
hold og fysisk aktivitet alene ikke er til-
strekkelig for & opprettholde et normalt
blodsukkerniva, kan aktuell behandling
mot T2D inkludere metformin (senker
blodsukkeret og gker cellenes sensitivitet
for insulin), sulfonylurea (senker blodsuk-
keret ved a stimulere betacellenes insulin-
produksjon) og insulin (2, 3). T2D er defi-
nert som en kompleks heterogen sykdom,

assosiert med en sterk genetisk predispo-
sisjon. En kompleks interaksjon av flere
gener (polygen diabetes) og miljefaktorer
er antatt som arsak til sykdommen (5).

Svangerskapsdiabetes
Svangerskapsdiabetes er en type diabe-
tes som kan oppsta under graviditeten
(6). Dette skjer hvis kroppen ikke klarer
a mete det gkte behovet for insulin under
graviditet. Arsaken til at noen utvikler
svangerskapsdiabetes er kompleks, der
arv, overvekt eller tidligere svangerskaps-
diabetes kan veere utslagsgivende fak-
torer. Dersom kosthold og regelmessig
mosjon ikke senker blodsukkeret tilstrek-
kelig, kan behandling med insulin veere
aktuelt. Ubehandlet kan svangerskaps-
diabetes vaere skadelig for bade mor og
barn. Sykdommen kan medfgre heyt
blodtrykk og svangerskapsforgiftning
hos mor, og hey vekt og lavt blodsukker
hos barn ved fedsel. Svangerskapsdiabe-
tes forsvinner vanligvis etter fgdselen,
men kan hos mor gi gkt risiko for utvik-
ling av fedme og T2D senere i livet.

BIOINGENIGREN 6.2022 | 31



FAG | Oversiktsartikkel

TABELL 1. Gener assosiert med subtyper av MODY og deres tilhgrende kliniske fenotyper.

MODY OMIM Hyppighet

subtype Gen referanse blant MODYs Kliniske trekk

MODY1 HNF4A 125850 Sjelden (~5-10%) Makrosomi; Transient neonatal hyperinsulinemisk hypoglykemi; Progressiv
defekt i insulinutskillelse; Fanconi-syndrom (mutasjonsspesifikk)

MODY2 GCK 125851 Vanlig (30-70%) Mild hyperglykemi; Typisk asymptomatisk

MODY3 HNF1A 600496 Vanlig (30-70%) Progressiv defekt i insulinutskillelse; Renal glykosuri

MODY4 PDX1 606392 Sjelden(~1%) Hyperinsulinemi; Pankreatisk agenesi

MODY5 HNF1B 137920 Sjelden (~5-10%) Progressiv defekt i insulinutskillelse; Ekstra pankreatiske trekk slik som nyre-
cyster eller hypoplasi; genitale misdannelser

MODY6 NEUROD1 606394 Veldig sjelden (<1%) Overvekt og voksendebut

MODY7 KLF11 610508 Veldig sjelden (<1%) Fenotype lik type 2 diabetes

MODY8 CEL 609812 Veldig sjelden (<1%) Eksokrin pankreas atrofi; Lav fekal elastaseniva

MODY9 PAX4 612225 Veldig sjelden (<1%) Noen tilfeller assosiert med ketoacidose

MODY10 INS 613370 Veldig sjelden (<1%) Tidlig-debut (<20 ars alder)

MODY11 BLK 613375 Veldig sjelden (<1%) Dkt body mass index (BMI) og fedme beskrevet i noen tilfeller

MODY12 ABCCS8 600509 Veldig sjelden (<1%) Lik klinisk fenotype som MODY1 og MODY3

MODY13 KCNJ11 616329 Veldig sjelden (<1%) Lik klinisk fenotype som MODY1 og MODY3

MODY14 APPL1 616511 Veldig sjelden (<1%) @kt body mass index (BMI) og fedme beskrevet i noen tilfeller

OMIM,; Online Mendalian Inheritance in Man. Hyppighet basert p& Peixoto-Barbosa et al. (17).

Maturity-Onset Diabetes of the Young
Maturity-Onset Diabetes of the Young
(MODY) er en autosomal dominant ned-
arvet form for monogen diabetes. MODY
ble forst beskrevet i 1974 av Robert Tatter-
sall (1). Senere har det blitt vist at MODY
bestar av en gruppe heterogene sykdom-
mer, forarsaket av heterozygote syk-
domsgivende genvarianter i gener som
er viktige for normal B-celle-funksjon og
utvikling (7). Patofysiologiske kjennetegn
ved MODY er progressiv dysfunksjon av
bukspyttkjertelens B-celler, som forer til
ikke-insulinavhengig diabetes med tid-
lig debut; vanligvis i alderen 25-35 ar.
MODY-pasienter er ofte normalvektige og
har en sterk familiehistorie med diabetes.
Vanligvis ser en at ~50% av familiemed-
lemmer har diabetes grunnet nedarvet
genmutasjon. Det kliniske bildet er ogsd
karakterisert med malbar C-peptid, fra-
var av f-celleautoimmunitet, og insulin-
resistens (8).

Materiale og metode

Artikkelen er basert pa forfatternes egne
erfaringer med gendiagnostikk av pasi-
entgruppen, og relevans av funksjo-
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nelle data fra norske og utenlandske
MODY-genvarianter Artikkelen baserer
segogsd pdlitteratursgk i PubMed, der fol-
gende sgkeord ble brukt; «Maturity-On-
set Diabetes of the Young», «diabetes type
1», «diabetes type 2», «svangerskapsdia-
betes», og utfgrt i kombinasjon med
«treatment of». Videre ble sgkeordet
«functional analysis» i kombinasjon med
«MODY mutations», « HNF1A», « HNF1B»,
eller «<HNF4A» benyttet. For diabetes type
1 0g diabetes type 2 ble sgket begrenset til
review med publikasjonsdato fra siste ar
(free full text). Seket ble utfgrt 30. mars
2022 og 3114 artikler ble generert. 41 artik-
ler ble vurdert.

MODY-subtyper og forekomst

MODY er en sjelden sykdom og estimert
a utgjgre rundt 1-3% av all diabetes (Figur
1). 14 forskjellige subtyper av MODY har
blitt oppdaget hittil. Hver subtype er
forarsaket av patogen genvariant i ett
enkeltgen, der mutasjon i 14 individuelle
gen (HNF4A, GCK, HNF1A, PDX1, HNF1B,
NEUROD-1, KLF-11, CEL, PAX4, INS, BLK,
ABCCS8, KCNJj11, and APPL1) forarsaker
MODY1-14 (Tabell 1). Disse genene har vist

seg a vere viktige for normal funksjon av
bukspyttkjertelens B-celler. De hyppigst
forekommende subtypene av MODY er
forarsaket av mutasjoner i tre transkrip-
sjonsfaktorer (HNF4A, HNF1A og HNF1B)
og i glukokinasegenet (GCK) (9-12), og
resulterer i henholdsvis MODY1, MODY3,
MODY5 og MODY2.

En neyaktig estimering av hvor hyp-
pig MODY generelt forekommer er utfor-
drende. En &rsak til dette kan vaere man-
gel pd kunnskap om eksistens av MODY.
En annen arsak er at noen MODY-pasi-
enter viser overlappende Kkliniske trekk
og presentasjon av sykdom som kan for-
veksles med pasienter som har TiD eller
T2D (Tabell 2) (13-15). Dette fgrer til at sa
mange som 90% av MODY-pasienter er
antatt feildiagnostisert med TiD eller
T2D, og forer dermed ogsa til feil behand-
ling (8).

Pasienter med forskjellige subtyper av
MODY har felles kliniske trekk som ned-
satt insulinsekresjon og hyperglykemi.
Kliniske rapporter viser likevel at noen
utvikler forskjellige komplikasjoner
senere i livet, der pasienter med eksem-
pelvis MODY1 og MODY3 har stor risiko



for utvikling av mikrovaskulere kom-
plikasjoner, mens pasienter med MODY5
utvikler cyster i nyrene eller problemer i
urogenital trakt (16). Behandlingstilbudet
er dermed ogsa forskjellig. Pasienter med
MODY1 og MODY3 kan ofte behandles
med tabletter (sulfonylurea) eller insulin,
avhengig av alvorlighetsgraden av symp-
tomene, mens MODY5-pasienter behand-
les med insulin (16).

MODY2 og MODY3 er estimert & indi-
viduelt utgjere rundt 30-70% av alle
MODY-tilfeller pd verdensbasis, mens
MODY1 og MODY5 utgjer rundt 5-10%
(17). Norske pasienter er registrert i
det norske MODY-registeret. Registe-
ret utgjer i dag cirka 1520 personer (pro-
bander)/familier. Av dem som har fatt en
genetisk MODY-diagnose, er MODY2 og
MODY3 hyppigst forekommende (38%
0g 41%), mens MODY5 og MODY1 utgjer
henholdsvis 10% og 5% av pasientene.
I MODY-registeret finnes ogsa pasienter
med antatt MODY, men der man per i dag
ikke har funnet noen patogen genvariant
i kjente MODY-gen.

Gendiagnostikk av MODY

P4 grunnlag av forskjeller i sykdomsut-
vikling, prognose og behandling, er en
presis diagnose av MODY-subtype vik-
tig. Dette for a sikre effektiv og person-
tilpasset oppfelging av spesifikk sykdom,
behandling, genetisk veiledning for fami-
lie og for a redusere risiko for utvikling
av diabeteskomplikasjoner senere i livet
(16). Genetiske analyser for diagnose av
MODY-subtype innebarer Sanger-sek-
vensering eller Next-Generation-Sequ-
encing (NGS). Utgangspunktet er pasien-

tens DNA, ekstrahert fra blod. Screening
av MODY-gen(er) som er mest relevant a
undersgke bestemmes ut ifra pasientens
kliniske symptomer. Normalt sett under-
spkes ogsd flere individer i pasientens
familie, for a bekrefte samme genvariant
hos individer med tilsvarende symptomer
pa MODY og avkrefte variant hos friske
individer i pasientens familie.

Klassifisering av genvarianter

En endelig MODY-diagnose avhenger
hovedsakelig av kliniske kriterier og funn
av patogen genvariant i MODY-gen. For a
vurdere hvorvidt en genvariant er pato-
gen eller ikke, benyttes en veileder etab-
lert av American College of Medical Gene-
tics and Genomics (ACMG) (18). ACMG er
en tverrfaglig profesjonell medlemsorga-
nisasjon som representerer det medisinsk
genetiske fagfeltet, inkludert kliniske
genetikere, kliniske laboratoriegeneti-
kere, og genetiske veiledere. ACMG arbei-
der blant annet med 4 etablere standarder
for laboratoriepraksis, herunder veileder
og Kklassifiseringssystem for a evaluere
og differensiere DNA-varianter i mendel-
ske (arvelige) sykdommer. Klassifisering
av genvarianter innebaerer plassering av
slike i én av fem grupper: patogen (klasse
5), sannsynlig patogen (klasse 4), usikker
signifikans (klasse 3), sannsynlig benign
(klasse 2) og benign (klasse 1). Den inte-
grerte softwaren Alamut blir brukt til a
hente informasjon fra ClinVar (klinisk
database med informasjon om tidligere
funn av genvarianter) og frekvensdataba-
sen GnomAD. Sistnevnte er en database
med genvarianters frekvens i en multiet-
nisk populasjon pd over 170 000 individer

TABELL 2. Kliniske trekk assosiert med MODY, diabetes type 1 og diabetes type 2.

Karakteristikk MODY Diabetes type 1 Diabetes type 2
Debutalder <25-35 ar 10-40 ar >35 ar

Fedme Uvanlig Uvanlig Ja

Autoantistoffer Negativ Positiv Negativ
C-peptid-niva Normal Lav Normal/ekt
Insulinavhengig Nei Ja Ja

Diabetisk ketoacidose  Nei Ja Ja (sjelden)
Insulinresistens Nei Nei Ja

Forstevalg behandling  Lavdose sulfonylurea Insulin Metformin
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(19) og blir benyttet for & sjekke om pasien-
tens genvariant er sjelden eller hyppigere
forekommende i en generell populasjon. I
Alamut finner man ogsd informasjon om
hvor konservert omradet (aminosyren)
varianten pavirker er, og gir tilgang til
verktgy som kan beregne sannsynlighet
for at en genvariant kan pavirke et spleise-
sete i et gen. I tillegg hentes informasjon
fra Human Gene Mutation-databasen,
hvor man kan finne publiserte artikler om
pasientens genvariant. Nar man har sam-
let all informasjon om den aktuelle gen-
varianten Kklassifiseres den av kliniske
laboratoriegenetikere /molekylaerbiolo-
ger, i samarbeid med leger, ved medisinsk
genetiske laboratorier, i henhold til anbe-
falinger i ACMG sine retningslinjer (18).
Ifplge retningslinjene fra ACMG og
ClinGens arbeidsgruppe for varianttolk-
ning, bidrar data fra funksjonelle analyser
(beskrevet under) i stor grad som sterkt/
moderat bevis for en mer ngyaktig diag-
nostisk Kklassifisering av genvarianter.
Hittil har det blitt oppdaget flere hundre-
talls genvarianter, som pavirker den pro-
teinkodede delen i de hyppigst affiserte
MODY-genene. Da noen MODY-gen har
vist seg a vaere sakalte klinisk «handlings-
dyktige gener», kan data fra slike funksjo-
nelle analyser vere et viktig bidrag i bade
den endelige MODY-diagnostikken og
for & kunne anbefale mer persontilpasset
behandling av pasienter. Som oftest kan
dette innebzere en endring fra insulinbe-
handling til tabletter (sulfonylurea) (16).

Funksjonell MODY-diagnostikk

MODY-genene HNF4A, HNF1A og HNF1B
koder for henholdsvis hepatocytt nuklezer
faktor -4A, -1A og -1B. Disse er transkrip-
sjonsfaktorer som regulerer transkrip-
sjon av et bredt spekter av gener, som for
eksempel insulin, og andre gener med
viktige roller i glukosemetabolismen og
utviklingen av bukspyttkjertelens B-cel-
ler (21). Transkripsjonsfaktorene er byg-
get opp av forskjellige proteindomener,
som hver har sin unike rolle i faktore-
nes overordnede funksjon i cellekjernen.
Forskere i diabetesforskningsgruppen i
Bergen (Universitetet i Bergen/Hggsku-
len pa Vestlandet) har utviklet skredder-
sydde analyser som kan vurdere den funk-
sjonelle effekten en genvariant har for
funksjonen til sin respektive MODY-trans-
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F1GUR 2. Oversikt over funksjonelle analyser benyttet for & studere effekten av MODY-genvariant. | hvilken grad genvariant pavirker
MODY-proteinets evne til & kjernelokalisere, binde DNA og transaktivere méalgener, samt totalproteinniva, vurderes for & bedre kunne karakterisere

effekten av en genvariant.

kripsjonsfaktor. Slike funksjonelle analy-
ser har vist at genvarianter hovedsakelig
medferer redusert proteinfunksjon, og
innebeerer en defekt i transkripsjonsfak-
torens i) DNA-binding, ii) transaktivering/
regulering av sine malgener, iii) kjernelo-
kalisering eller iv) totalproteinniva (Figur
2) (22-26). Tap av funksjon kan ofte sees
i sammenheng med i hvilket proteindo-
mene genvarianten sitter.
Utgangspunktet for slike funksjonelle
analyser er at man inkorporerer (seteret-
tet mutagenese) pasientens genvariant i
et plasmid som inneholder det aktuelle
MODY-genet sin cDNA-sekvens. Plasmi-
det fores s inn i en relevant cellelinje
(transfeksjon), der cellens eget apparat
sorger for at den modifiserte (muterte)
transkripsjonsfaktoren blir produsert i
cellen. Lysat fra slike celler utgjer da pro-
teinmateriale for de funksjonelle analys-
ene omtalt ovenfor (i-iv). Cellelinjer som
ofte benyttes i slike studier er linjer som
tillater studier av modifisert protein alene
(HeLa/HEK293 som selv ikke uttrykker
de normale utgavene av transkripsjons-
faktorene), eller som tillater studier av
en tilneermet heterozygot tilstand (INS1/
MIN-6/HepG2 som uttrykker de normale
utgavene av transkripsjonsfaktorene).
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Kjernelokalisering

De MODY-assosierte transkripsjonsfakto-
rene er kjerneproteiner og har sin hoved-
funksjon i cellekjernen hvor de binder
DNA. Hit blir de transportert etter pro-
teinsyntesen. Kjerneproteiner har ofte
innebygd et kjernelokaliseringssignal
(NLS), som bidrar i reguleringen av deres
import inn i kjernen (27). Selv om en gen-
variant ikke direkte sitter i et proteins
NLS, kan den medfare en endring i pro-
teinets tredimensjonale struktur, som
indirekte rammer tilgjengeligheten av
dette NLS-signalet. Dette vil kunne hin-
dre at tilstrekkelig protein transporteres
til kjernen. En skreddersydd in vitro funk-
sjonell analyse for & undersgke effekt av
genvariant pa kjernetransport bestar av at
man fraksjonerer transfekterte celler og
isolerer kjernefraksjonen fra cytosolfrak-
sjonen (28). Deretter analyseres meng-
den av modifisert transkripsjonsfaktor
ved bruk av immunologiske metoder, og
man sammenligner nivd med umodifi-
sert transkripsjonsfaktor (positiv kon-
troll). I slike metoder inngdr proteinse-
parasjon ved hjelp av gelelektroforese
(SDS-PAGE), og deteksjon av protein ved
antistoff spesifikk mot transkripsjonsfak-
toren. Interne kontroller som ogsa benyt-
tes er kjernefraksjon fra celler som uttryk-

ker tomt plasmid (negativ kontroll), samt
en kjent genvariant som ikke lar seg loka-
lisere i cellekjernen (29). Sistnevnte er
viktige kontroller i samtlige funksjonelle
analyser beskrevet under, for & kunne
skalere omfanget av patogen effekt av
en ny genvariant, basert pa godt studerte
varianter (25, 30) (Figur 3). Som tilleggs-
analyse kan immunfluoresensanalyser

-analyser i intakte transfekterte celler
supplere kjernefraksjonsanalysene, og gi
mer detaljert informasjon om endring i
styrke og lokalisering av modifisert trans-

kripsjonsfaktor ved fluoresensmikro-
skopi (22).
Dimeriseringsevne

De MODY-assosierte transkripsjonsfak-
torene utgver sin funksjon som dimerer.
HNF-4A fungerer som en homodimer, det
vil si at den interagerer med en kopi av
«seg selv», mensHNF-1A og HNF-1B kan
bade fungere som homodimer, eller som
heterodimer, med hverandre (HNF-1A/
HNF-1B). Dimeriseringsevnen til modi-
fisert transkripsjonsfaktor analyseres
vanligvis ved gelelektroforese under
ikke-denaturerende betingelser (nativ
gel), der proteiner separeres ut ifra deres
ladning, stgrrelse og native form. Her
benyttes celleekstrakt (kjernefraksjon



eller total cellefraksjon) fra transfekterte
celler. Hvor sterkt komplekset (dimer)
synes i gel, definerer hvor godt trans-
kripsjonsfaktorene evner & dimerisere.
Dimeriseringsevnen vurderes opp mot
umodifisert transkripsjonsfaktor (posi-
tiv kontroll) og aktuelle patogene varian-
ter kjent for a ha en darlig dimeriserings-
evne (31).

DNA-bindingsevne

De MODY-assosierte transkripsjons-
faktorene regulerer ekspresjon av mal-
gener ved 3 binde spesifikke omrdder i
promotorregionen til slike gener. I en
funksjonell analyse for & vurdere effekt
av genvariant pd DNA-bindingsevnen til
transkripsjonsfaktoren, benyttes kjerne-
fraksjonen isolert fra transfekterte celler
som uttrykker modifisert transkripsjons-
faktor. Et slikt prevemateriale inkuberes
deretter med en kjent, kort dobbeltradig
DNA-sekvens tilhgrende promotorregio-
nen til et aktuelt malgen (30, 32). Under
normale omstendigheter skal det her
dannes et kompleks mellom transkrip-
sjonsfaktoren i kjernefraksjonen og
den fluoresensmerkede dobbeltradige
DNA-sekvensen. Komplekset (DNA-pro-
tein) analyseres ved ikke-denaturerende
betingelser ved gelelektroforese. Omfang
av binding vurderes ut ifra styrke/inten-
sitet av komplekset, og sammenlignes
med bindingsevne til umodifisert trans-
kripsjonsfaktor (positiv kontroll). Andre
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interne kontroller som ogsd benyttes i
vurderingen, er patogene MODY-genvari-
anter som har en kjent meget darlig
DNA-bindingsevne (Figur 3).

Transaktiveringsevne
De MODY-assosierte transkripsjonsfak-
torenes evne til & regulere ekspresjon av
malgener (transaktivere) blir vanligvis
studert ved & benytte reporterplasmider,
styrt under en promotor som det er kjent
at transkripsjonsfaktoren binder. Slike
reporterplasmider kan inneholde lucife-
rase-gen, der omfang av transaktivering
er proposjonal med mengde uttrykt luci-
ferase. Dette males etter plasmidtransfek-
sjon irelevante cellelinjer. For HNF-1A kan
reporterplasmid inneholde promotor til
genet GLUT2 eller HNF4A (P2-promotor),
for HNF-4A inneholde CYP2D6 eller
HNF1A, og for HNF-1B inneholde GLUTz2.
Studier har vist at valg av cellelinje for
analysen kan pavirke omfang av transak-
tivering (24, 30), da disse transkripsjons-
faktorene som oftest opererer i kompleks
med andre kjente/ukjente kofaktorer,
som bistar i regulering av transkripsjon
av malgener (Figur 3).

Proteinniva

Da genvarianter kan pavirke bade geneks-
presjon og proteinstabilitet, er malinger
av proteinniva relevant & inkludere som
funksjonell analyse. Effekt av MODY-gen-
variant pa relativt niva av protein uttrykt i
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en cellelinje inngar som en del av de funk-
sjonelle analysene. Denne analysen, som
baserer seg pa gelelektroforese av prote-
iner og immunologisk deteksjon av pro-
tein via antistoff, har imidlertid vist seg
& veere utfordrende & tolke. Arsaken til
dette har veert relativt store variasjoner
ved western blot-analyser og mellom bio-
logiske replikater.

Klinisk betydning

A sette sammen data fra de funksjonelle
analysene med kliniske data, familie-
historie, tidligere rapporter fra litteratu-
ren, og in silico-verktey for predikering av
genvarianteffekt, har vist seg viktig i den
totale evalueringen av alvorlighetsgraden
til genvarianter. En studie av 17 genvari-
anter i HNF1A-genet (MODY3) forte til en
reklassifisering av s mange som 10 av 17
(69%) genvarianter (33). Pa bakgrunn av
dette ble utvalgte MODY3-pasienter anbe-
falt endret behandling av sin diabetes
(fra insulin > til sulfonylureaderivater),
med god klinisk respons. Pasienter med
HNF1A varianten p. (Glui87SerfsTer40)
(Figur 3) var blant disse.

Konklusjon

Funksjonelle analyser av MODY-gen-
varianter er vesentlig i utredningen av
genvarianters alvorlighetsgrad. Forfat-
terne av artikkelen har hatt ansvaret for
a etablere slike funksjonelle analyser ved
forskningslaboratoriet ved Universitetet

(o]

Kjernelokalisering (%)

F1GUR 3. Funksjonelle analyser av MODY3-varianter. Analysene ble gjort i cellelysat (A) eller kjernefraksjoner (B-C) fra HeLa-celler, transfek-
tert med enten tom vektor (EV), villtype (WT)- eller HNF1A variant plasmid. Effekt av genvarianter av HNF1A p& A) HNF-1A transaktivering, malt via
luciferase-aktivitet (reporterplasmid), B) p& HNF-1A sin DNA-bindingsevne, og C) pa niva av HNF-1A-protein i cellekjernen. Kolonner viser gjen-
nomsnitt av tre individuelle forsgk (n=3) +SDV, bortsett fra i B) der n=2. P-verdier; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.0001. Kontroller inkludert pa sterkt
redusert funksjon er Pro112Leu (A), Arg263Cys (B) og Del B (C).
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i Bergen (Klinisk institutt 2), og ved Bio-
ingenigrutdanningen ved Hggskulen pd
Vestlandet. Den genetiske evalueringen
av MODY-varianter har veert gjort ved
Avdeling for medisinsk genetikk, Hauke-
land universitetssjukehus. Denne artik-
kelen belyser viktigheten av slike analy-
ser for «a forsta» hvilken konsekvens en
genvariant har pd MODY-transkripsjons-
faktorer sin normale funksjon i kroppens
signalveier for insulinsekresjon, og som
en mulig forklaring pd underliggende
molekylaere mekanismer bak monogen
diabetes som MODY. Dette er viktig bade
med hensyn til ACMG sine anbefalin-
ger om funksjonell MODY-diagnostikk,
muligheter for endret behandling av visse
MODY-subtyper, og av hensyn til globale
forskningssamarbeid rundt MODY. W
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