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DNA-MODY 1-3 (HNF4a, GCK, HNF1a), sekvens med Big Dye®Direct

Bakgrund, indikation och tolkning

MODY 1 (HNF4aq)
MODY 2 (GCK)
MODY 3 (HNF1aq)

MODY ér en autosomalt dominant form av diabetes och karakteriseras av defekter i pancreas
betaceller och en sjukdomsdebut under ungdomsaren (oftast innan 25 ars alder). Genetisk test
behdvs for en formell MODY-diagnos och minst sex gener associerade till MODY har identifierats.
Bortsett fran MODY 2 sa orsakas alla de 6vriga MODY -formerna av mutationer i olika
transkriptionsfaktorer.

MODY 1 orsakas av mutationer i genen for Hepatocyte Nuclear Factor-4a (HNF4a), och sesica 10 %
av MODY-fallen. Fenotypen fér MODY 1 liknar den fér MODY 3 (se nedan).

MODY 2 ses hos 20-30% av alla MODY-fall. Den orsakas av mutationer i genen for det glykolytiska
enzymet Glucokinase (GCK) och associeras med mild, stabil, kronisk hyperglykemi.
Graviditetsdiabetes forekommer ofta hos kvinnor med mutationer i GCK-genen.

MODY 3, med mutationer i genen foér Hepatocyte Nuclear Factor -1a (HNF1a), star for ca 70 % av alla
MODY-subtyper och associeras med ett allvarligt diabetesférlopp. Behandling med
sulphonylureapreparat sanker glukosnivaerna i MODY 3.

Analysprincip

Sekvenseringsmetoden syftar till att sekvensbestdmma samtliga exon och exon/intron grén-ser. Till
detta anvands kitet Big Dye® Direct Cycle Sequencing Kit. Forst utfors den priméara PCR-reaktionen,
da delar av den specifika genen amplifieras ifran isolerat genomiskt DNA med genspecifika, tailade
(M13) primers. Darefter renas den priméara PCR-produkten och sekvens-PCR med universella primers
utférs. Efter rening av sekvenseringsprodukterna analyseras proverna med kapillargelelektrofores.
Sekvensdata produceras genom att "basecal-ling” utférs pa radata. Data jamférs sedan sinsemellan
och mot en kand referenssekvens genom analys med SeqScape.

Referensintervall
Ej tillampbart.
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Metodkarakteristika

Interferenser och felkallor

Om DNA-provet innehaller kontamination som t.ex. inhibitorer s& ser vi det som franvaro av signal och
ett omprov far goras. Principiellt kan andra homologa DNA-sekvenser hybridisera med primers och ge
felaktig information. Detta har eliminerats i den initiala optimeringen av metoden och sedermera
validerats. Alignment av provsekvens med referenssekvens visar detta i sa fall. Eftersom
sekvensdatabasen innehaller manga sekvenser och vi normalt genererar mycket DNA-sekvens fran
varje individ erhalls en mycket god bild av polymorfiménstret for varje individ. Detta kan anvandas for
att konfirmera korrektheten hos DNA sekvensen.

Matomrade

HNF4a NCBI RefSeqGene NG_009818.1

GCK NCBI RefSegGene NG_008847.1

HNF1a NCBI RefSeqGene NG_011731.2

Se bilaga 1, Samtliga primers MODY.

Se aven under rubriken "Tekniskt/medicinskt godkannande” dar rapporteringsgranserna anges.

Detektionsgrans

4 ng patient-DNA anvands per reaktion. Nedre detektionsgrans har ej faststallts.

Méatosakerhet

Ej tillampbart.

Sparbarhet

HNF4a NCBI RefSeqGene NG_009818.1, ID 2465
GCK NCBI RefSegqGene NG_008847.1, ID 6927
HNF1a NCBI RefSeqGene NG_011731.2, ID 3172

Gen RefSeq
HNF4A NG_009818.1
NM_175914.4
NP_787110.2
GCK NG_008847.1
NM_000162.3
NP_000153.1
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NM_000545.5

NP_000536.5

Samtliga primers blastades med NCBI PRIMER BLAST, se MODY samlingsvalidering.

Imprecision

Ackrediterings-CV ar ej tillampbar pa kvalitativ analys.

Riktighet

Metodens riktighet ar stalld mot referenssekvens HNF4a NCBI RefSeqGene NG_009818.1, GCK
NCBI RefSeqGene NG_008847.1 och HNF1a NCBI RefSeqGene NG _011731.2 samt att metodens
riktighet bedoms efter jamforelse med publicerade sekvenser pa tidigare utford sekvensering.

Tolv patienter och tolv kontroller har analyserats for genetisk variation i de tre studerade ge-nerna.
Samtliga polymorfier med héga "Minor allele frequencies” som kunde férvantas detekteras i materialet
har ocksa detekterats. De tolv kdnda genvarianter som tidigare detekterats i en oberoende
sekvensering har aterfunnits i den nuvarande undersékningen. Konklusion: Metoden fungerar val. Se
MODY samlingsvalidering.

Ackreditering
Metoden ar ackrediterad.
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