Kartlaggningen av en typ 2-diabetesgen associerad

med nedsatt insulinsekretion

Ar NIDDM2 och MODYS3 alleler av samma gen?

Elisabeth Widén och Markku Lehto

Typ 2-diabetes som ar den vanligaste formen av diabetes drabbar éver 100 mil-
joner manniskor runtom i varlden. Det har lange varit kant att sjukdomen har
en betydande genetisk komponent. Trots detta har inte en enda gen som foror-
sakar den vanliga formen av typ 2-diabetes kunnat isoleras. Hittills har endast
tva typ 2-diabetesgener lokaliserats — bagge under de senaste manaderna. Den
forsta genen kartlades av en nordamerikansk forskargrupp som undersoékt en
population av mexikanska amerikaner. | ett samarbete mellan Helsingfors uni-
versitet, Lunds universitet och Whitehead-institutet vid MIT i USA lokaliserade
var forskargrupp den andra genen for typ 2-diabetes (NIDDM2). Vi fann att
finlandska familjer med 13g insulinsekretion uppvisade koppling till en region
pa kromosom 12¢. Tidigare hade genen for en ovanlig form av diabetes, MODY?3,
lokaliserats till exakt samma kromosomregion. Detta sporrade oss att under-
sbka insulinsekretionen ocksd hos patienter med MODY3. Det visade sig att
bade MODY3 och NIDDM2 karakteriseras av nedsatt insulinsekretion dven om
stérningen ar gravare vid MODY3. Daremot foreldg det en avsevard skillnad i
aldern for sjukdomsdebuten. Sjukdomen debuterade i 25-arsaldern i familjerna
med MODYS3 till skillnad fran familjerna med NIDDMZ2, déar patienterna var
30 ar aldre nar de insjuknade. Resultatet ar forenligt med hypotesen att MODY3
och NIDDMZ2 representerar relaterade men distinkta former av diabetes. Darfér
foreslar vi att de utgor olika alleler av samma gen. Enligt denna hypotes skulle
en MODY3-mutation resultera i en gravare stérning av insulinsekretionen. Folj-
den av detta skulle innebéra en tidigare sjukdomsdebut jamfort med NIDDM2.

Resultaten fran tvilling-, familje- och
populationsstudier &r forenliga med
antagandet att typ 2-diabetes har en
genetisk komponent. Barnett och
medarbetare visade att konkordansen
for typ 2-diabetes ar éver 90 procent
hos monozygota tvillingar (1). Detta
fynd stdds av en studie av Newman et
al (2). 1 den uppgick konkordansen fér
typ 2-diabetes till 58 procent vid den
forsta undersékningen. Anmarknings-
vart var att endast ett av femton mono-
zygota tvillingpar forblev diskordant
vid en senare undersékning (2). Ty-

varr finns det inga omfattande studier
som skulle ha jamfért konkordansen
fér monozygota och dizygota tvillingar.
Daremot finns det undersékningar
som visar att barn och syskon till typ
2-diabetiker har en 2—4-faldig risk att
insjukna i typ 2-diabetes jamfoért med
personer som saknar sléktbelastning
for typ 2-diabetes (3). En genetisk fak-
tor kunde ytterligare forklara de skill-
nader i prevalens for typ 2-diabetes
som foreligger mellan olika etniska
grupper. | de flesta lander i vastvérl-
den &r prevalensen for typ 2-diabetes

3-5 procent (4, 5, 6). Daremot &r pre-
valensen s hog som 30 procent i vissa
isolerade indianpopulationer i Nord-
amerika (7). Ett annat exempel pa
en population med extremt hdg pre-
valens for typ 2-diabetes ar invanarna
pa 6n Nauru. Ocksa i denna popula-
tion uppgér prevalensen till 30 pro-
cent (8).

Trots den kénda arftliga benégenhe-
ten ar nedarvningsmonstret for typ 2-
diabetes i de flesta fall oklart. Undan-
taget utgors av en form av typ 2-dia-
betes som karakteriseras av insjuk-
nande i ung alder. Denna form av dia-
betes kallas for MODY (maturity-
onset diabetes of the young) och den
har en autosomal dominant nedarv-
ning. Traditionellt sett baserar sig
MODY diagnosen pé féljande familje-
karakteristika: det bor finnas typ 2-
diabetes i minst tv& generationer och
minst 2 personer med sjukdomsdebut
fore 25 ars alder i familjen. Endast ca
5 procent av alla typ 2-diabetiker har
MODY-diabetes. Vad den vanliga for-
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men av typ 2-diabetes betraffar ar
nedarvningen varken entydigt recessiv
eller dominant. I detta avseende lik-
nar typ 2-diabetes andra vanliga sjuk-
domar, bl.a. astma, blodtryckssjukdom
och reumatoid artrit som ocksa antas
ha en multifaktoriell bakgrund. Ett
“komplext” nedéarvningsmonster kan
uppkomma till f6ljd av geninteraktion
eller miljéfaktorers inverkan. Det ar
naturligt att komplexiteten avsevart
kan forsvara forsoken att identifiera
generna for dessa multifaktoriella sjuk-
domar. For en oversikt se Lander och
Shork (9).

Pa vilket satt kan gener for
typ 2-diabetes bast identifieras?

Flertalet forsok att identifiera typ 2-
diabetesgener har baserat sig pa under-
sdkning av kandidatgener. Dessa &r
kdnda gener som ar involverade i
glukosmetabolism eller insulinsekre-
tion. Problemet med denna metod &r
att de metabola signalsystem som &r
involverade i uppratthallandet av nor-
mal glukoshomeostas ar mycket in-
vecklade och delvis okdnda. Dessutom
har patienter med typ 2-diabetes flera
omfattande metabola stdrningar: 1)
nedsatt insulinkanslighet i tvarstrim-
mig muskelvévnad, 2) forhéjd glukos-
produktion i levern och 3) en stdrning
i insulinsekretionen (10).

Genom att undersdka personer med
Okad risk for typ 2-diabetes har man
forsokt ringa in den fysiologiska defekt
som initierar utvecklingen av typ 2-
diabetes. Detta har inte lett till nagot
enhetligt slutresultat. Bade nedsatt
insulinkanslighet (insulinresistens)
(11-14) och stérning i insulinsekretio-
nen (15-18) har foreslagits vara den
primara defekt som leder till typ 2-dia-
betes.

Den storsta framgang som natts med
undersdkning av kandidatgener ar
identifieringen av mutationer i gluko-
kinasgenen som foérorsakar MODY2
(maturity-onset diabetes of the young
typ 2 ) (19, 20). Karakteristiskt for
MODY2 ar férutom en tidig sjukdoms-
debut ocksa lindrig hyperglykemi. De
identifierade mutationerna kan sanka
glukokinasenzymets affinitet for glu-
kos, vilket leder till ett forsamrat
insulinsekretionssvar pa glukos och
hyperglykemi som foljd.Hittills har

undersokningen av kandidatgener inte
lett till nagot stort genombrott visavi
den vanliga formen av typ 2-diabetes
med sjukdomsdebut efter 40-ars al-
dern.

En metod som under de senaste
aren i 6kande grad anvants vid under-
sokningen av multifaktoriella sjukdo-
mar &r s.k. “random gene search” med
genomscan (9). Hér stréavar man till att
identifiera gener endast utifrdn deras
lokalisering i genomet oberoende av
deras funktion. D& nedarvningsmonst-
ret fér de multifaktoriella sjukdomarna
inte ar ként anvands oftast nonpara-
metriska, d.v.s. icke-modellbasera-
de metoder vid data-analys. Hittills
har tva grupper publicerat resultat fran
forsok att med genomscan kartlagga
s.k. typ 2-diabetesgener. Det forsta
kartlagda lokuset NIDDM1 rapporte-
rades i juni detta ar.

NIDDM1 ar kartlagt i en population
av mexikansk-amerikanska syskonpar
med typ 2-diabetes i Starr County,
Texas (21). | september 1996 publice-
rade vi kartlaggningen av NIDDM2 i
Osterbotten (22), ett arbete som utforts
i samarbete med professor Eric Lan-
der och medarbetare vid Whitehead-
institutet i Cambridge, MA. | andra
dataset har hittills inte kopplingen till
vare sig NIDDM1 eller NIDDM2 kon-
firmerats.

VAar avsikt ar att har presentera en
oversikt av vara publicerade resultat,
dvs. kartlaggningen NIDDM2 (22).
Dessutom presenterar Vvi en
klinisk jamfdrelse av MODY3 och
NIDDM2 (23).

Metoder: valet av familjer
samt screeningen av genomet

Samtliga familjer som vi studerat &r
bosatta i Osterbotten. Utifran vad som
ar ként om Finlands kolonisations-
histora och befolkningsstruktur antog
vi att denna population &r relativt ho-
mogen. Befolkningen i Finland antas
harstamma fran ett litet antal indivi-
der som bosatte sig i sddra Finland for
ca 100 generationer sedan (24, 25). Se-
dan dess har befolkningen 6kat i stor-
lek sé& gott som utan inflyttning utifran.
Vid vilken tidpunkt Osterbotten har
be-folkats &r ndgot oklart. Med séker-
het har det dock funnits bosattning dér
sedan mitten av 1300-talet (26). For-

delen med att kartlagga gener for en
multifaktoriell och komplex sjukdom
i en isolerad och homogen population
som i Osterbotten, ar att ocksd en
multifaktoriell sjukdom i en sddan po-
pulation kan forvantas vara relativt
homogen. | kombination med nog-
grann Klinisk karakterisering av pa-
tienterna kan detta utgangslage férmo-
das ge oss utmaérkta forutsattningar att
kartlagga gener for typ 2-diabetes. Vi
valde att utnyttja denna tillgang for att
i s& hog grad som mojligt identifiera
en homogen grupp av typ 2-diabetiker
med stark genetisk predisiposition for
diabetes. Salunda stallde vi upp egna
kriterier for definition av typ 2-diabe-
tes samt kriterier for inklusion av fa-
miljer.

Diagnos av typ 2-diabetes

Eftersom fasteblodglukos har en kon-
tinuerlig distribution, ar det inte enty-
digt vilken blodglukosniva som &r att
foredra vid diabetesklassificering i en
genetisk studie. WHO definierar dia-
betes arbitrart enligt fasteblodglukos
> 6,7 mmol/I eller blodglukos = 10,0
mmol/l uppmatt tva timmar efter en
oral glukosbelastning (OGTT) (27).
Dessa glukosnivaer korrelerar med
forekomsten av retinopati hos patien-
ter med insulinberoende diabetes (typ
1-diabetes, IDDM). For typ 2-diabe-
tiker &r daremot makroangiopati den
klart vanligare komplikationen. At-
minstone 50 procent av typ 2-diabeti-
kerna har makrovaskulara komplika-
tioner redan nér diagnosen stéalls (28).

Detta tyder p& att typ 2-diabetes &r
en process som initierats redan innan
blodglukosnivaerna ar s& hoga att en
WHO-baserad diagnos kan stéllas.
Prospektiva studier talar for att ut-
vecklingen av diabetes &r en kontinu-
erlig process. Undersdkningar av per-
soner med lindrigt forhojda glukos-
varden (glukosintolerans: fasteglukos
< 6,7 och blodglukos mellan 6,7 och
10,0 mmol/I tva timmar efter OGTT)
har visat att den viktigaste riskfaktorn
for utveckling av WHO-definierad dia-
betes ar blodglukosnivan. Ju hogre
glukosvérdena ar (fastevarden eller
OGTT-véarden, desto storre ar risken
for att personen skall utveckla diabe-
tes (29-31). Eftersom WHO-grénserna
ar ratt snava, valde vi att definiera typ
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Tabell 1. Kliniska karakteristika hos de 26 familjerna i genomscananalysen

Oral glukostoleranstest

Familj Alder vid diagnosen Glukos (mmol/I) Insulin (uU/ml)
Medelvarde (Individuell alder) Fasta 30 min 60 min 120 min Fasta 30 min 60 min 120 min

80* 50 (32, 59,65) 9,7 10,0 12,7 12,3 7.2 10,0 21,3 28,3
219 64 (49,56,72,73,74) 75 111 13,3 13,3 6,3 17,9 26,8 35,4
31* 54 (29,51 ,53,57,73,78) 6,1 9,7 12,3 12,0 7.7 24,3 34,9 46,7
178* 59 (51,60,67) 10,4 14,9 18,2 17,3 15,3 253 29,8 35,2
106* 55 (39,64,65) 11,6 14,3 16,2 121 7,8 26,3 40,1 23,7
18* 63 (54,56,83) 6,2 9,6 12,6 125 6,9 27,1 32,1 39,5
172 63 (55,58,69,70) 7.0 11,2 11,4 9,0 9,9 28,1 55,3 48,0
42 61 (44,61,62,71,74) 75 9,5 11,0 91 6,8 333 57,8 71,1
166 46 (32,43,45,54,62) 10,9 15,7 18,9 18,7 15,0 334 435 39,3
119 53 (47,52,60) 7.0 8,9 11,2 9,8 7,7 36,1 48,6 56,6
90* 60 (54,57,58,73) 7,1 12,8 13,8 13,4 10,0 36,5 51,8 56,0
7 46 (37,50,52) 10,5 14,0 18,0 16,9 14,5 38,0 61,4 65,4
123 57 (42,53,61,63,72) 9,7 13,8 58 15,2 12,6 38,5 51,6 58,3
128 46 (24,35,42,46,48,66,89) 7,5 10,3 12,4 11,5 13,4 45,8 62,7 83,1
64 51 (37,55,67) 6,3 11,2 12,7 124 12,8 475 56,2 68,8
71 39 (35,37,40,46) 8,1 10,9 135 11,8 13,9 48,0 76,9 76.4
78 54 (42,52,55,72) 6,8 12,5 14,9 12,9 8,8 48,2 25,8 51,9
200 56 (39,47,48,56,58,60,68,69,70) 7,3 10,8 13,7 12,0 27,7 49,9 84,3 92,5
6 65 (52,65,68,70,72) 7.4 111 13,4 14,0 21,8 51,8 71,3 96,4
100 55 (44,60,62) 8,1 9,1 8,8 7,9 12,2 63,9 53,6 57,8
146 59 (41,52,52,57,66,59,71,81) 6,7 9,9 9,2 9,0 14,0 67,1 66,8 50,3
163 55 (50,56,57,58) 9,6 12,9 14,1 13,6 24,4 74,5 55,3 49,1
187 61 (45,56,68,68,73) 7,1 11,3 10,8 9,4 11,0 99,2 95,3 82,9
183 61 (48,61,65,73) 7,6 11,4 9,0 50 20,2 1110 1220 67,0
225 61 (49,51,54,55,63,64,65,68,86) 10,0 - - — 9,2 — - -
195 48 (35,56,57) 11,4 — — — 20,5 — — —

Familjerna ar sorterade i stigande ordning enligt insulinvardet 30 min. efter paborjad oral glukostoleranstest. Resultaten presenteras
som medelvardet av samtliga typ 2-diabetespatienter i varje familj. Patienternas individuella alder for sjukdomsdebut finns angiven
inom parentes. Insulinvardena logaritmtransformerades fore berédkningen av medelvardet. Familjer dar samtliga patienter arvt samma
kopia av kromosom 12 &r utmérkta med *. Denna tabell & en modifierad version av tabell 1 i Mahtani et al. 1996 (22).

2-diabetes enligt ett vidare kriterium i
var genomscananalys (Botnia-diabe-
tes). Definitionen for Botnia-diabetes
ar fasteglukos =6,5 mmol/I eller blod-
glukos =8,5 mmol/I tvd timmar efter
en OGTT.

Valet av familjer

| syfte att 6ka sannolikheten for att
den form av typ 2-diabetes vi studerar
ar genetisk och minska sannolikheten
for att flera diabetesgener segregerar i
samma familj, stéllde vi upp fyra inklu-
sionskriterier vid valet av familjerna
for genomscananalysen. Eftersom pre-
valensen for typ 2-diabetes stiger dra-
matiskt i takt med stigande alder (32),
sannolikt till foljd av fysiologiskt ald-

rande och miljons inverkan, uteslot vi
familjer med en genomgaende sen
sjukdomsdebut.

Inklusionskriterierna

1) Det maste finnas minst tre patien-
ter med typ 2-diabetes tillgangliga i
familjen.

2) En patient maste ha sjukdomsdebut
fore 60 ar och en annan fore 65 ar.

3) Probanden fick inte ha ett syskon
med typ 1-diabetes.

4) Det fick inte finnas tecken pa biline-
al nedarvning, d.v.s. den ena pro-
bandens féraldrar samt dennes syskon
fick inte ha diabetes. Alternativt fick
inte heller probandens samtliga syskon
ha typ 2-diabetes.

Genom att anvanda dessa kriterier
identifierade vi 26 familjer for genom-
scananalys. | genomsnitt fanns det 8,3
personer i familjerna. Totalt ingick 217
personer i genomscananalysen av vil-
ka 120 uppfyllde kriterierna for Bot-
nia-diabetes.

Bestamningen av genotyp samt
analysen av data

Genotypen for 387 polymorfa mikro-
satellitmarkorer bestamdes i de 26 fa-
miljerna. Det genomsnittliga avstandet
mellan markérerna var 10 cM (33).
Genotypningen utférdes dels manuellt
radioaktivt, dels semiautomatiskt med
ABI-sekvensator och ABIl-analysprog-
ram dels vid Whitehead-institutet, dels
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Figur 1.Resultatet fér den non-para-
metriska kopplingsanalysen (NPL Z-
véarde) for de sex typ 2-diabetesfamiljerna
med den lagsta insulinsekretionen. Figu-
ren beskriver fluktueringen i Z-varden 6ver
hela kromosom 12. Den ungefarliga
lokalisationen for NIDDM2 finns utmérkt
pa den langa armen av kromosom 12. For
detaljerade uppgifter om den exakta
lokalisationen av NIDDM2 se Mahtani et
al. 1996 (22).

vid Wallenberglaboratoriet vid Lunds
universitet och vid Millennium Phar-
maceuticals inc. Alla genotypnings-
resultat avlastes oberoende av tva per-
soner. Data analyserades med det ny-
ligen publicerade programmet Gene-
hunter (34). Detta dataprogram berak-
nar ”IBD-sharing” hos de familjemed-
lemmar som har den egenskap som
undersoks — i vart fall Botnia-typ 2-
diabetes — baserat pd multipoint-
analys. Med IBD (ldentical by
Descendance) avses den situation
da personer i en familj arvt samma
kromosom. Om diabetikerna oftare
arver samma kromosom &an det som
kan forvéantas enligt Mendels lag om
slumpmassig nedarvning, ar detta ett
bevis for koppling till diabetes. Ana-
lysen forutsatter inte att ndgon gene-

tisk modell (allelfrekvens och pene-
trans) specificeras.

Kartlaggningen av NIDDMZ2:
en typ 2-diabetesgen
associerad med nedsatt
insulinsekretion

Simuleringar utférdes for att vi skulle
kunna faststalla vilka férutsattning-
arna var for att upptécka signifikant
koppling med de 26 familjer som in-
gick i genomscananalysen. Simulering-
en visade att vi med 90 procents s&-
kerhet kunde upptécka en sannolikt
signifikant koppling under forutsatt-
ningen att resultaten fran 50 procent
av de 26 familjerna innebéar stod for
genetisk koppling. Med sannolikt sig-
nifikant koppling avses P < 74xX1074,
ett resultat som enligt Lander och
Kruglyak (35) kan férvéantas fore-
komma en gang i varje genomscan.
Simuleringarna visade ytterligare att
signifikant koppling kunde upptéckas
med 75 procent sédkerhet om det hos
50 procent av familjerna finns stod fér
genetisk koppling. Med signifikant
koppling avses P < 2X 1075, vilket mot-
svarar en "genome wide” signifikans-
niva pa 5 procent (34).

Da data analyserades fann vi inte ett
enda lokus som uppfyllde kriterierna
for signifikant koppling (Z > 4,1).
Dessvarre kunde vi inte heller upp-
técka ett enda lokus som skulle ha va-
rit sannolikt signifikant (Z > 3). Vi tol-
kade detta resultat som bevis for att
typ 2-diabetes ar en heterogen sjuk-
dom ocksa i vart utvalda familje-
material i Osterbotten. | ett férsok att
Oka den genetiska homogeniteten
valde vi att subklas-sificera familjerna
enligt en fysiologiskt relevant variabel,
dvs. utifran insulinsekretion.

Logiken bakom detta beslut ar fol-
jande. Som namnt har typ 2-diabetes
dels foreslagits vara fororsakat av in-
sulinresistens, dels av insulinbrist. Det
ar majligt att insulinresistens spelar en
storre roll i vissa populationer, medan
insulinbrist & mera betydande i and-
ra. Eftersom skandinaver inte hor till
de populationer som uppvisar extrem
insulinresistens kunde insulinbrist for-
véntas vara en mera relevant parame-
ter for vart familjematerial. Det basta
tillgangliga matt vi hade pa insulinsek-
retion var insulinvérdet 30 min. efter

OGTT (insulin 30 min.). Det matt pa
insulinsekretion som anvéandes var
Botnia-diabetiker-nas insulinvarden.
Familjernas insulin 30-minuters med-
elvarde beraknades, och familjerna in-
delades i kvartiler enligt det. Kliniska
karakteristika, inklusive insulinsekre-
tionsdata, for samtliga 26 familjer ater-
finns i Tabell 1. Vi analyserade forst
kvartilen med den l&gsta insulinsekre-
tionen separat och adderade darefter
de foljande kvartilerna i tur och ord-
ning.

Var subklassificeringsstrategi visade
sig vara en framgangsrik metod for att
6ka den genetiska homogeniteten. N&r
den fjardedel av familjerna med de lag-
sta insulinnivderna analyserades, er-
holl vi sannolikt signifikant koppling
(Z =3,9,P=4,1x10"till ett lokus pa
kromosom 12gq nara markdren
D12S366. Nar alla familjer analysera-
des tillsammans var Z vid motsva-
rande lokus endast 1,3. For att kunna
extrahera sd mycket information som
mojligt bestamde vi genotypen for yt-
terligare 14 markdorer i det identifie-
rade omrédet p& kromosom 12q (36).
Nar tillaggsmarkorerna inkluderades
erholls en genomsnittlig markdrtathet
pa < 1 cM och en 6kning av informa-
tionen fran 70 procent till 90 procent.
Detta ledde till att Z-vardet ytterligare
forbattrades till 4,1 i kvartilen med den
lagsta insulinsekretionen. Vi tolkade
detta som bevis for att det finns en gen
i denna region pa kromosom 12g som
paverkar benédgenheten att insjukna i
typ 2-diabetes. Denna form av typ 2-
diabetes som vi kartlagt karakteriseras
av lag insulinsekretion. Eftersom detta
ar den andra kartlagda genen for
typ 2-diabetes, kallade vi den for
NIDDM2. Analysen av de sex famil-
jerna med den lagsta insulinsekretio-
nen presenteras i Figur 1.

Lokuset for NIDDM2 visade sig
vara identiskt med MODY 3, det tredje
kartlagda MODY-lokuset (37). An-
markningsvart ar att sjukdomsbilden
for MODY3 och NIDDM2 skiljer sig
avsevart. Som tidigare ndmnts karak-
teriseras MODY av ett tidigt insjuk-
nande. Den genomsnittliga &ldern for
insjuknande var 26 ar for MODY3.
Ingen av de 26 familjer som ingick i
genomscananalysen uppfyllde de tra-
ditionella MODY-kriterierna. | famil-
jerna med den lagsta insulinsekretio-
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Figur 2. Glukos- och insulinvarden upp-
matta under en oral glukostoleranstest
(OGTT). Den 6vre panelen forestaller glu-
kos- och den nedre panelen forestaller
insulinvardena hos fyra familjer med
MODY 3, de sex typ 2-diabetesfamiljer som
uppvisade laga insulinvarden och koppling
till kromosom 12q och &vriga typ 2-diabe-
tespatienter (n = 1 200) som undersokts
inom ramen fér Botniastudien. MODY3
visas med trianglar, NIDDM2 med fyrkan-
ter och dvrig typ 2-diabetes med cirklar.

nen fanns det inte en enda patient med
sjukdomsdebut fore 26 ars alder (Ta-
bell 1). For att bekréfta att vi inte mis-
sat unga patienter med tidigare odia-
gnostiserad diabetes i dessa familjer,
undersokte vi typ 2-diabetikernas
barn. Deras glukostolerans testades
med OGTT. Genotypbestamningar
gjordes for markorer inom NIDDM2-
omradet pa kromosom 12q for att fast-
stélla om de &rvt den NIDDM2-bé&-
rande kromosomen. Resultatet var att
vi inte kunde identifiera en enda per-
son med odiagnostiserad diabetes.
Daremot identifierades sex personer

L
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Figur 3. Slakttavla 6ver en MODY 3-familj. Siffran intill symbolerna anger aldern vid
sjukdomsdebut. Svarta symboler forestaller diabetespatienter med missensmutationen
T260M i HNF-1a-genen. Patienten med insulinberoende diabetes (IDDM) ar utmarkt
med rutig symbol. Patienter med diabetes associerad med insulinresistenssyndromet vi-
sas med halvfyllda symboler. Patienter med nedsatt glukostolerans (IGT) visas med ran-
dig symbol. Oppna symboler forestéller individer med normal glukostolerans. | denna
familj fanns endast en barare av T260M-mutationen som inte hade diabetes (IGT-pa-
tient, syster till diabetespatienten som insjuknat i 31 ars alder). Figuren ar modifierad

fran Figure 1 i Lehto et al. 1997 (23).

som arvt den NIDDM2-barande ko-
pian av kromosom 12. Dessa personer
var samtliga aldre &n 30 ar, dvs. de
hade passerat den genomsnittliga de-
butaldern for MODY 3. Darfor drog vi
slutsatsen att NIDDM2 och MODY3
representerar distinkta sjukdomar.

Ocksad MODY3 karakteriseras
av en insulinsekretionsdefekt

Lokaliseringen av NIDDM?2 och
MODYS3 till samma region sporrade
oss att undersoka ocksd MODY3. Vi
identifierade fyra stora Osterbottniska
familjer (totalt 230 personer, 74 dia-
betiker och 156 icke-diabetiker) med
typisk MODY-sjukdomsbild (23).
Genotypsbestamning utférdes for 18
polymorfa mikrosatellitmakorer dver
NIDDM2/MODY 3-regionen. Kopp-
ling till MODY3 erhdlls med en tidi-
gare specificerad modell (37). Totalt
utgjorde LOD poéngen 15,3. En ana-
lys av haplotyp visade att tre av de fyra
identifierade MODY 3-familjerna hade
en identisk haplotyp for tio markdrer
lokaliserade Over en region pd minst
4 cM. Detta ar forenligt med att tre av
familjerna arvt MODY 3-mutationen
frdn samma forfader. S& sent som i
december 1996 klonades genen for
MODY3 av en fransk-amerikansk
forskargrupp (37). De visade att
MODY3 férorsakas av mutationer i
genen for transkriptionsfaktorn HNF-

la. | enlighet med haplotypanalysen i
de fyra Osterbottniska familjerna fann
vi att de tre familjerna med identisk
haplotyp hade samma mutation i
HNF-1a (en insertion av nukleotiden
C (P291fsinsC) i exon 4. Den fjarde
familjen hade en missensmutation i
exon 4 (T260M).

Betraffande fenotypen i dessa famil-
jer var vi mest intresserade av huru-
vida en liknande stérning av insulin-
sekretionen som vi sett vid NIDDM2
ocksa kunde pavisas vid MODY3. S&
visade sig vara fallet. De diabetiker
som arvde den MODY3-barande ko-
pian av kromosom 12q uppvisade en
betydande stérning av insulinsekretio-
nen jdmfort med tidigare undersdkta
typ 2-diabetiker i Botniaregionen.
Denna storning i insulinsekretionen
visade sig vara en gravare stdrning an
vad vi sett vid NIDDM2. Dessa resul-
tat visas ocksa i Figur 2. Till skillnad
frdn majoriteten av typ 2-diabetiker
var diabetikerna som &rvt MODY 3-
mutationen normalviktiga och visade
inga tecken pé insulinresistens. Diabe-
tikerna i de fyra MODY-familjerna
skilde sig dessutom fran fall med typ
2-diabetes genom den tidiga sjuk-
domsdebuten. Den genomsnittliga
sjukdomsdebuten fér MODY3 i Ost-
erbotten var 26 ar jamfért med 58 ar
for NIDDM2 och 60 &r hos Ovriga
undersokta typ 2-diabetiker i Botnia-
regionen.
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MODY 3-familjernas storlek gav oss
ett ypperligt tillfalle att studera ocksa
icke-diabetiska individer som arvt
MODY 3-mutationen. Totalt identifie-
rade vi 18 sddana personer. Ocksa de
uppvisade en klar reduktion av insu-
linsekretionen jamfort med de icke-
diabetiska familjemedlemmar som inte
arvt MODY3-mutationen. Denna
skillnad i insulinsekretion var pavisbar
med tva olika metoder: matning dels
under OGTT, dels under intravents
glukosbelastning. Daremot var inga
avvikelser i insulinkéansligheten pavis-
bara hos de personer som arvt
MODY3-mutationen. Eftersom en
minskning av insulinsekretionen var
pavisbar hos friska personer med 6kad
risk for diabetes &r det sannolikt att
insulinsekretionsdefekten &r den pri-
mara defekt som fororsakar diabetes i
dessa familjer.

Trots att de allra flesta patienter i de
identifierade MODY 3 familjerna upp-
visade en mutation i HNF-1a genen
hade drygt 20 procent av patienterna
diabetes av annan orsak. Som exem-
pel pa detta visas slakttavlan for en av
MODY3 familjerna i Figur 3. De dia-
gnostiska problemen var storst for pa-
tienterna med tidig sjukdomsdebut.
Sarskilt latt ar det att forvaxla MODY3
med insulinberoende diabetes (IDDM,
typ 1-diabetes). Vi fann att pavisande
av GAD-autoantikroppar var ett bra
satt att skilja typ 1-diabetiker fran
MODY 3-fall. Som framgar av Figur 3
forekom det tidigt debuterande diabe-
tes som varken var MODY?3 eller typ
1-diabetes. Fenotypen for dessa perso-
ner avvek dartill avsevart fran den hos
de dvriga diabetikerna. De tva perso-
ner (halvfyllda symboler i Figur 3) som
varken hade typ 1-diabetes eller
MODY 3 uppvisade tecken pa insulin-
resistenssyndromet atféljt av hoga
insulinnivaer.

Via vilken mekanism ar
HNF-1a involverad i
regleringen av
insulinsekretionen?

Det &r inte klart via vilken mekanism
mutationerna i HNF-1a kunde pé&-
verka insulinsekretionen. HNF-1a &r
en transkriptionsfaktor som reglerar
expressionen av flera leverspecifika
gener. Homozygota knockoutmadss

som saknar HNF-1a uppvisar grav
patologi och avlider kort efter fodel-
sen (39). Karakteristiskt fér dessa ar
leverinsufficiens men ocksd massiv
renal glukosuri. Insulinsekretionen har
inte métts hos dessa HNF-1a-knock-
out moss. Det finns en rapport om att
HNF-1a skulle vara involverad i reg-
leringen av expressionens av rattans
insulin I gen (40).

Sjalv reglerar HNF-1a sin egen ex-
pression (41) men dess expressionen
regleras ocksd av en annan trans-
kriptionsfaktor HNF-4a (42). Det &r
anmarkningsvart att den forskargrupp
som identifierade genen for MODY3
ocksé identifierade genen for MODY1
som visade sig vara HNF-4a (43).
Ocksd MODY1 karakteriseras av en
insulinsekretionsdefekt.

Ar NIDDM2 och MODY3
alleler av samma gen?

Samtliga MODY 3-mutationer som hit-
tills publicerats har funnits inom gen-
ens kodande region. Inga NIDDM2-
mutationer har hittills identifierats.
Den kodande regionen for HNF-1a
har sekvensbestamts i de sex typ 2-dia-
betesfamiljer med l&g insulinsekretion
som uppvisade koppling till NIDDM2.
Vi har hittills inte funnit ndgra muta-
tioner i dessa familjer. D& man tar i
betraktande de skillnader i fenotyp
som foreligger mellan MODY3 och
NIDDM2, kan man forvanta sig att
NIDDM2-mutationerna skall vara av
annan typ an MODY3. Det ar ténk-
bart att NIDDM2-mutationen star att
finna i genens promoter- eller en-
hancerregioner. Sekvensen for dessa
regioner ar an sa lange inte kand.
Sammanfattningsvis kan konstate-
ras att var studie visar att typ 2-diabe-
tes ar komplex ocksa i en isolerad po-
pulation. Endast med hjalp av sub-
klassificering av familjer enligt insulin-
sekretion var det mojligt att kartlagga
genen NIDDM2 till en region pa kro-
mosom 12g. Denna region samman-
faller med det tidigare kartlagda
MODY3. Utgéende fran vart fynd att
saval MODY3 som NIDDM2 karak-
teriseras av en stord insulinsekretion,
en defekt som ar pavisbar redan hos
icke-diabetiska barare av MODY 3-
mutationen, foreslar vi att NIDDM?2
och MODY3 representerar olika alle-

ler av samma gen. VAar hypotes ar att
grava mutationer, MODY3, leder till
en allvarlig stérning i insulinsekretio-
nen och en tidig sjukdomsdebut. Min-
dre grava mutationer, NIDDM?2, skul-
le daremot leda till diabetes forst i 55—
60-arsaldern.
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Lunds Universitet
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