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1 EINLEITUNG

Uberblick

Die haufig mit einem Typ lI-Diabetes mellitus vergesellschafte Adipositas
wird beim Menschen durch eine Kombination aus Umwelteinflissen und
genetischen Faktoren verursacht, wobel letztere Storungen der Regulation bei
der Nahrungsaufnahme, Energiespeicherung und des Energieverbrauches
bewirken kénnen. Stark adiptse Personen weisen eine Hyperplasie sowie eine
Hypertrophie der Fettzellen auf, weshalb sich die Analyse der Vorgénge bel
der Adipozyten-Differenzierung anbietet, um Ursachen der Veranderungen bei
Adipdsen zu ermitteln.

Der zu der Superfamilie der nukledren Hormonrezeptoren gehdrende
Transkriptionsfaktor PPAR)2 scheint eine Schllisselrolle in der Regulation der
Adipozyten-Differenzierung zu spielen. Da die Phosphorylierung der
Aminosdure Serin an Position 114 des Gens fir PPAR)2 zu einer verminderten
Aktivitdt dieses Transkriptionsfaktors fuhrt und somit die Adipozyten-
Differenzierung beeinflussen kann, ist dieser Genort fur die Ermittlung von
maoglicherweise Adipositas ausldsenden Mutationen interessant, was Ristow et
al. zu einer Studie veranlasste, die im Oktober 1998 unter dem Titel Obesity
associated with a mutation in a genetic regulator of adipocyte differentiation
im New England Journal of Medicine verdffentlicht wurde.

Diese Studie bot den Hintergrund der vorliegenden Arbeit.



1.1 Adipositas- Zusammenhénge und Hintergrinde

Der menschliche Organismus ist in der Lage, Nahrungsenergie in Form von
Fett zu speichern. Die Triglyzeride benétigen im Gegensatz zu Proteinen oder
Glykogen kein Wasser oder Elektrolyte zur Speicherung und kénnen daher as
reines Fett in den Depots abgelegt werden, was in Phasen eingeschrankter oder
unregelmalliger Nahrungszufuhr vitale Bedeutung erlangt. Der Korper kann
aus 1 g Fettgewebe anndhernd die dem theoretisch berechenbaren
Energiedquivalent entsprechenden 38 kJ (9 kcal) gewinnen, so dass eine
normalgewichtige Person aufgrund der hohen Effizienz dieser Ener-
giespeicherung zwel Monate totalen Nahrungsentzuges Uberleben konnte.
Normalerweise besteht jedoch zwischen Energiezufuhr und Energieverbrauch
ein Gleichgewicht, das so genau reguliert wird, dass sich selbst bel variierender
Energieaufnahme und wechselnder korperlicher Aktivitét keine Veranderungen
der Fettmenge ergeben.

In der westlichen Gesellschaft sind aber nicht die sporadische und
unzureichende Nahrungsaufnahme ein Charakteristikum, sondern die
UbermaRige Energiezufuhr durch ein konstantes Uberangebot an Nahrung. Als
Konsequenz hieraus ergibt sich ein negativer Effekt der Fahigkeit Fett zu
speichern, denn die sich infolge der Ubererndhrung entwickelnde Fettsucht
stellt einen héufig das Leben verkirzenden Faktor dar, so dass sich in den
westlichen Industriestaaten die Adipositas durch eine stdndig zunehmende
Inzidenz as Gesundheitsrisiko zu einem grol3en sozial konomischen Problem
entwickelt hat und zunehmend jiingere Menschen betrifft; selbst im Kindesalter
unterliegt die Pravalenz der Fettsucht einem standigen Wachstum. So nimmt
man eine durchschnittliche Préavalenz der Adipositas von 15-20% mit
steigender Tendenz in den Industriestaaten (Europa, USA, Kanada, Australien)
an [63].

Man versteht unter Adipositas das Bestehen einer zu grof3en Menge an Fettge-
webe, das durch eine positive Energiebilanz entstanden ist. Um das
Ubergewicht besser definieren zu kénnen, gibt es verschiedene BezugsgroRen,

unter anderem das Normalgewicht nach Broca (Korperlange [cm] — 100) und

den Body Mass Index (=Quetelet-Index), den man wie folgt errechnet:



Korpergewicht [ka]
KorpergroBe  [m]?

Eine normalgewichtige Frau hat einen Body Mass Index (BMI) von etwa
23 kg/m?, ein normal gewichtiger Mann von 24 kg/m?.
Bei einem Body Mass Index von iber 30 kg/m? spricht man von Adipositas,

die international folgendermal3en klassifiziert wird:

Internationale Klassifikation zur Einteilung des Schweregrads der Adipositas nach dem BMI

BMI (kg/m?)
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 25-29,9
Adipositas Grad | 30-34,9
Grad Il 35-39,9
extreme Adipositas Grad Il >40

Tabellel

aus: Hauner, Thiemes Innere Medizin: TIM, Georg Thieme Verlag, 1999

Allerdings kann die Grenze zwischen normal und adipds nur ndherungsweise
festgelegt werden, weshalb man Adipositas am besten als Einlagerung Uber-
schissigen Fettes mit der Folge gesundheitlicher Risiken definiert, wobel das
vorhandene Gesundheitsrisiko wahrscheinlich mit dem Ausmal? der Fettsucht
gekoppelt ist. Der BMI korreliert zwar mit dem Grad der Adipositas, jedoch
kann das Uberhthte Gewicht sowohl durch Fett als auch durch fettfreie Gewebe
zustande kommen, so dass muskelstarke Personen infolge dieser Messungen
ebenfalls as adipts gelten missten. Dennoch korrelieren die Messungen des
BMI recht gut mit dem Risiko negativer Auswirkungen auf Gesundheit und
Lebenserwartung. Die Bestimmung der Korperdichte mittels der Isotopen-
Verdinnungs-Methode ergibt zwar prazisere Ergebnisse beziglich des
Ausmalies der Fettsucht, jedoch ist dies fur die Anwendung in der taglichen
Routine eine wenig praktikable Messung. Haufiger Verwendung finden andere
Mef3methoden, so zum Beispiel Sonographie, Computertomographie oder
Hautfaltendicke-Messung, mittels derer sich der Anteil an Fettgewebe gut

erfassen | &sst.



Adipositas ist der wichtigste Promotor vieler kardiovaskulérer Risikofaktoren
(Hypertonie, Dysdlipoproteinamie, Typ-lI-Diabetes mellitus, Storungen der
Hamostase und Fibrinolyse), wobei diese wiederum die Entstehung der koro-
naren Herzkrankheit begiinstigen [39].

Abgesehen davon gilt Ubergewicht ohnehin als unabhangiger Risikofaktor fiir

die Entwicklung kardiovaskul&rer Krankheiten.

Adipositas und koronare Herzkrankheit

fettreiche  —— | LDL-CholesterinT —
Erndhrung
> K androide/
oronare viszeral-intra-
Bluthochdruck
l : uthochdruc > | Herz | «— abdomingle
. Diabetes mellitus |—> krankheit Fettverteilung
Adipositas
HDL-Cholesterinl |
Hyperurikémie [~

Abbildung 1
aus: Classen/Diehl/Kochsiek, Innere Medizin, Urban & Schwarzenberg, 1994

Vom gesundheitlichen Aspekt her weisen einige Adipositas-Muster grofiere
Bedeutung auf as andere, da das Gesundheitsrisiko malf3geblich mit dem Fett-
verteilungsmuster korreliert [50].

So ist beim gynoiden Fettsuchttyp, der durch die Anhdufung von Fett im
gluteofemoralen Bereich gekennzeichnet ist, das Risiko fur eine KHK eher
niedrig, es treten bel diesem Typ eine maldige Triglyzeriderhbhung und
Insulinresistenz an metabolischen Verdnderungen auf. Die Fettansammlung im
Glutea- und Femoralbereich reagiert hinsichtlich der Lipolyse weniger sensitiv
auf adrenerge Stimuli, Stérungen des Lipidstoffwechsels kommen bei diesem
Fettverteilungsmuster seltener vor [62].

Ein erhohtes Risiko fir kardiovaskuléare Erkrankungen besteht beim androiden
Fettverteilungstyp mit ausgeprégter Fettansammlung im abdominellen Bereich,

wobel hier verstarkt Hyperinsulindmie, Insulinresistenz, Hypertriglyzeridamie

sowie eine HDL-Erniedrigung auftreten [62].



Ein viszeral-intraabdominelles Verteilungsmuster geht mit ener
ausgepragten Insulinresistenz (Diabetes mellitus vom Typ 1) einher sowie mit
einer starken Hypertriglyzeridamie infolge einer erhdhten omentalen Lipolyse,
gesteigerter VLDL-Synthese und Hyperlipazidamie, es besteht hier sogar ein
sehr hohes Risiko an einer KHK zu erkranken [62].

Weitere Gesundheitsrisiken eines adiptsen Patienten sind Atemwegserkran-
kungen (Einschrénkung der Lungenfunktion, Schlaf-Apnoe-Syndrom), gastro-
intestinale Erkrankungen (dyspeptische Beschwerden, Cholezystolithiasis),
Erkrankungen des Bewegungsapparates und ein um das 1,5-2fach erhthtes
Karzinomrisiko (Manner: v.a. kolorektale und Prostatakarzinome, Frauen: v.a.
kolorektale Karzinome und 6strogenabhéngige Tumore) [52]. Die zahlreichen
Folgeerkrankungen sowie die bei ausgepragter Adipositas deutlich erhdhte
Mortalitét machen es bei der in den westlichen Industrielandern ausgesprochen
hohen Pravalenz des Ubergewichtes erstrebenswert, weitere prédisponierende
Faktoren dieses multifaktoriellen und kausal noch relativ unerforschten
Gesundheitsrisikos zu ermitteln.

Bis heute gibt es noch kein einheitliches Konzept fir die Entstehung der Adi-

positas.

1.2 Physiologische Regulation der Nahrungsaufnahme und

des Energieverbrauchs

Die physiologische Regulation der Nahrungsaufnahme erfolgt durch das
Hunger- und das Séttigungsgefihl, die im wesentlichen durch das
Hungerzentrum und das Séttigungszentrum im Hypothalamus vermittelt
werden, der als oberstes Integrationsorgan fur ale humoralen und neuronalen
Signale zur Regulierung des Korpergewichts fungiert [73]. Das Gehirn erhalt
von der Peripherie eine Vielzahl von afferenten Signalen aus dem Regelkreis

der Korpergewichtsregulierung, hierunter nennenswert sind:



e sensorische Reize durch Geruchs- und Geschmacksempfindung

e visudle Eindricke

e mechanische Reize durch gastrisch-intestinale Distension [30]

e adrenerge Stimuli

e chemische-metabolische Signale, insbesondere Leptin, das Hormon des

Fettgewebes, sowie der Anstieg des Glucose- und Insulinspiegels im
Anschluss an eine Mahlzeit [30]

e soziale, kulturdle, psychol ogische und genetische Einfllisse

Im Hypothalamus laufen die verschiedenen Informationen Uber den
Erndhrungszustand zusammen, werden in einem neuronalen Netzwerk
verarbeitet und von hier wird Uber ein efferentes neuronales Netzwerk die
Nahrungsaufnahme und der Energieverbrauch gesteuert. Empfangsstationen
fur die afferenten Signale aus der Peripherie sind im Hypothalamus
verschiedene Neuropeptid-produzierende Neuronen in Kerngebieten wie dem
N. arcuatus bel der Ratte bzw. dem N. infundibularis beim Menschen, dem N.
ventromedialis (VMH), in dem sich das Séttigungszentrum befindet, dem
ventrolateralen Hypothalamus (VLH), dem das Hungerzentrum zugeordnet
wird, dem N. dorsomediais, dem N. paraventricularis und dem N.
suprachiasmaticus [19,70]. Die Appetit-Regulierung erfolgt Uber eine
gesonderte Verschaltung zwischen diesen hypothalamischen Zentren, in denen
regulatorische Neuropeptide produziert werden, deren Bildungsrate von den
Signalen aus der Peripherie beeinflusst wird. Durch die gebildeten
Neurotransmitter erhdt der Kortex orexigene, die Nahrungsaufnahme
stimulierende Signadle aus dem Hungerzentrum, das Séttigungszentrum
moduliert diesen Prozess durch Aussenden inhibitorischer, anorexigener
Impulse an das Hungerzentrum [30]. Zu den orexigenen Substanzen gehdren
Neuropeptid Y (NPY), y-Aminobuttersdure (GABA), Galanin, Orexin und das
Agouti verwandte Protein (AgrP) [33]. Anorexigen wirken Neuropeptide wie
das  Corticotropin-Releasing-Hormon  (CRH), das o-Melanocortin-
stimulierende Hormon (a-MSH), das Glukagon-artige Peptid (GLP-1) und das
Cocain- und Amphetamin-regulierte Transkript (CART) [33].

Die Motivation Nahrung aufzunehmen ergibt sich aus der Intensitét des

Gesamtsignals, das aus der Vielzahl den Appetit anregenden und hemmenden
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Stimuli resultiert. Die Verbindung von den Appetit-regulierenden Zentren im
Hypothalamus zu den Fettspeichern des Organismus wird durch das Hormon
L eptin hergestellt. Leptin ist das Produkt des ob-Gens, das beim Menschen auf
dem Chromosom 7 (7g31) lokalisiert ist, es handelt sich um ein aus 167
Aminosauren bestehendes Proteohormon, das im Fettgewebe gebildet und in
den Blutkreislauf abgegeben wird [74]. Nehmen die Adipozyten an Grof3e zu,
so produzieren sie in der Regel auch mehr Leptin, so dass sich mit
zunehmender Menge an Korperfett der Leptin-Spiegel im Blut erhoht. Leptin
uberwindet durch aktiven Transport die Blut-Hirn-Schranke, trifft auf
insbesondere im Hypothalamus vorkommende Leptin-Rezeptoren und
informiert so das Gehirn Uber die Grof3e der Fettspeicher [2]. Ein hoher Leptin-
Spiegel signalisiert somit, die Nahrungsaufnahme zu verringern und den
Energieverbrauch zu steigern, d.h. Fett zu verbrennen und Sattheit zu melden,
bei einem niedrigen Leptin-Spiegel verhdt sich dies umgekehrt, es wird
Hunger signalisiert [46]. Zudem bedingt Leptin bei Nagetieren einen Abfall der
Neuropeptid Y-Synthese, umgekehrt fuhrt ein Abfall des Leptin-Spiegels zu
einem Anstieg der NPY -Synthese [24,46,55,69]. Bei NPY handelt es sich um
ein in grof3er Menge im Gehirn vorkommendes Neuropeptid, das besonders
stark die Nahrungsaufnahme stimuliert [22].

Wirkung einer Ab- bzw. Zunahme an Kdrperfett auf den Leptin- und Neuropeptid Y -Spiegel

Abnahme Zunahme

& = B=

1

Leptind | = | NPY 1 NPY | <= | LeptinT
NahrungsaufnahmeT Nahrungsaufnahme {
Energieverbrauch Energieverbrauch T

Abbildung 2



Es wird vermutet, dass ein fixierter "Sollwert" oder Adipostat fur die
Korperfettmasse existiert, so dass sich auch diesbeziiglich die gesamte
Fettgewebsmenge auf die Regulationsvorgange in den hypothalamischen
Zentren auswirkt [37]. Wie genau die Festlegung dieses Adipostaten erfolgt ist
unbekannt, doch werden ausser dem Einfluss von Leptin noch Insulin, die
Freisetzung von Glyzerol aus Fettzellen, aufsteigende neurale Impulse
und/oder zirkulierende, aus Adipozyten stammende Peptide wie Adipsin als
weitere mogliche, die GrofRe der Korperfettspeicher anzeigende Mediatoren
diskutiert, so dass der Korper durch diese Informationen dann adaptive

Regulationsmechanismen einleiten kann.

Regulation der Nahrungsaufnahme

Essverhalten

Soziale, kulturelle, ﬂ
genetische Einfliisse =~ ————r> | Kortex |

i
"Sollwert" oder Adipostat
basierend auf der = | Hunger-
K orperfettmasse zentrum VLH

Séttigungs-
zentrum VMH

N

Gastrische Plasmatische Adrenerge
Distension Glucose und Insulin EinflUsse

Leptin

Neuropeptid Y

Abbildung 3

nach: |sselbacher, Braunwald, Wilson, Martin, Fauci, Kasper, Harrisons Innere Medizin,
Blackwell-Wissenschaftsverlag, 1995.

Auch der Energieverbrauch ist keine konstante Grof3e und wird daher ebenfalls
vom Organismus reguliert, die mit der Nahrung aufgenommene Energie findet
in unterschiedlichsten Arbeitdeistungen Verwendung. So wird sie zur

Aufrechterhaltung der zellul&ren Grundfunktionen, zur korperlichen Arbeit, zur
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Synthese von Korpersubstanzen und zur Warmeproduktion genutzt [18]. Der
Korper ist in der Lage, eine energetisch Uberwertige Kost statt durch eine
entsprechende Gewichtszunahme, mit erhohter Wéarmeproduktion auszu-
gleichen [18]. Diesen Mechanismus, bei dem der Wirkungsgrad der oxidativen
Phosphorylierung  sowie  Verdnderungen  des  Schilddrisenhormon-
M etabolismus eine wesentliche Rolle spielen, nennt man "Luxuskonsumption”.
Genau ist dieser Mechanismus der adaptiven Thermogenese noch nicht
geklart.

Komponenten des Energieverbrauchs beim Menschen (nach Ravussin, 1992)

Komponenten Einflussfaktoren
Gewicht
korperliche Bewegung Dauer
(20-40%) Intensitét
nahrungsabhéangige Nahrungsmenge
Thermogenese und
(ca. 10%) Nahrungszusammensetzung
fettfreie Kpermasse
(Muskulatur)
Grundumsatz Alter
(50-70%) Geschlecht
Genetik
Hormone
Sympathikusaktivitét

Tabelle2
aus Hauner, Thiemes Innere Medizin: TIM, Georg Thieme Verlag, 1999.

So komplex die Regulation der Nahrungsaufnahme und des Energiverbrauchs
im Organismus erfolgt, so viele Moglichkeiten bestehen, an denen schon durch
kleine Abweichungen Regelkreise gestort und dadurch eine physiologische
Nahrungsaufnahme und ein ausgelichener Energieverbrauch unméglich

gemacht werden.



1.3 Genetische Faktoren und Umwelteinflisse als

Adipositasursache

Verschiedene Gene konnen Mutationen aufweisen, aufgrund derer allein
bereits eine schwere Adipositas verursacht wird, doch sind diese Mutationen
selten und treffen nur for einen sehr geringen Antell der unter Fettsucht
leidenden Patienten zu, wobei bislang fur Uber 50 Gene in Studien die
Beeinflussung der Nahrungsaufnahme, des Energieverbrauchs und des Alters
Zu Beginn des Auftretens der Adipositas gezeigt werden konnte [6]. Diese
Mutationen konnen sich in der Weise auswirken, dass sie eine Dysregulation
der hypothalamischen Zentren verursachen und dadurch das Ubergewicht
audl6sen. In Féllen, in denen Gen-Defekte Ursache von Adipositas sind, handet
es sich zumeist um Mutationen, die sich negativ auf die Generierung
anorexigener Signale auswirken. Das trifft nicht nur auf die verschiedenen
Tiermodelle wie die Leptin-defiziente Fettmaus (s. folgendes Kapitel) zu,
sondern hat auch fur die wenigen bekannten Fale mit genetisch bedingter
Adipositas beim Menschen Giiltigkeit. Auch beim Mechanismus der
adaptiven Thermogenese konnen die Adaptationsvorgange aufgrund von
genetischen Faktoren gestdrt sein, indem Genmutationen vermutlich in der
Weise auf Enzyme wirken, dass eine verminderte Thermogenese mit
verbessertem Wirkungsgrad des Energieumsatzes erfolgt. Eine gesteigerte
Nahrungszufuhr oder selbst eine energetisch normale Kost fuhrt in diesem Fall
nicht zu einer Erhdhung der Wéarmeproduktion, sondern zu einer Zunahme der
Fettgewebsmasse.

Abgesehen von diesen seltenen Mutationen ist die Adipositas eine Erkrankung
multifaktorieller Genese, resultierend aus der Interaktion von genetischen
Faktoren und Umwelteinflissen [12,23]. Die Adipositas tritt familiar gehauft
auf, Studien mit Zwillingen und Adoptivkindern in fettslichtigen Familien
ergaben, dass neben familiaren EfRgewohnheiten zweifelsohne genetische
Faktoren an der Entstehung der Adipositas beteiligt sein missen. So ergab sich
bei Beobachtungen an Zwillingen die hochste Vererbbarkeit der Fettsucht mit
einem Prozentrang von 50-80 %, in Kernfamilien von 30-50 % und bei
Familien mit Adoptivkindern von 10-30 % [10]. Hierbei war es eine der

Uberzeugendsten Beobachtungen, dass das Gewicht von Adoptivkindern

10



wesentlich stérker mit dem Gewicht ihrer biologischen Eltern as mit dem ihrer
Adoptiveltern korrelierte, trotz des gemeinsamen hauslichen Umfelds mit
letzteren [65]. Wenn man die Ergebnisse von Studien mit Zwillingen,
Kernfamilien und Adoptivkindern zusammen betrachtet, spielen Alters- und
Geschlechtsunterschiede bel der Vererbbarkeit der Adipositas eine eher
untergeordnete Rolle [10].

Massiv adiposen Personen ist haufig gemeinsam, dass sie eine vermehrte
Anzahl (Hyperplasie der Adipozyten) sowie eine erhohte Grof3e (Hypertrophie
der Adipozyten) der Fettzellen aufweisen, die verstarkt Leptin bilden. Der
erhohte Leptin-Spiegel sollte dem Hypothalamus eigentlich signalisieren, dass
keine weitere Nahrungsaufnahme erforderlich wére und Fett verbrannt werden
konnte, doch liegt bei Adipdsen eine gewisse Leptin-Resistenz vor, so dass
selbst der erhdhte Leptin-Spiegel keine adaguate regulierende Wirkung ausl 6st
[56]. Zudem konnte der hypothalamische "Sollwert" oder "Adipostat” ("body
set point") bei Adiposen fur den Fall, dass er nach oben verschoben waére, die
haufig auftretenden Rezidive nach erfolgreicher Gewichtsreduktion erklaren.
Bei vielen adipbdsen Patienten lasst sich eine Dominanz der externen Faktoren
feststellen; so zeigt sich, dass adipose Patienten auf Signale aus der Umwelt
wie Tageszeit, soziale Gegebenheiten, Geruch oder Geschmack von Nahrung
in einem hoheren Mal3e ansprechen as normalgewichtige Personen [30].
Stoérungen der im Normalfall erstaunlich prazisen Regulation der Nahrungs-
aufnahme durch unverninftige Gewohnheiten, die diese Regulation
Uberspielen, oder durch psychische Faktoren kdnnen zur Fettsucht fihren.

Der Mangel an korperlicher Bewegung zéhlt ebenfals zu den Ursachen der
Fettsucht und wird durch die fortschreitende Technisierung des Berufs- und
Alltagslebens verstérkt, was fur die steigende Pravalenz der Adipositas in den
westlichen Industriestaaten mitverantwortlich sein durfte.

Aul3er diesen Faktoren kann die Fettsucht auch hormonell bedingt sein, so
beispielsweise bei Morbus Cushing, Hypothyreose oder Hypophysarer Fett-
sucht.
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1.4 Einflussvon Mutationen auf die Adipositasentstehung

Da genetische Faktoren zweifellos an der Entstehung der Fettsucht beteiligt
sind, sucht man nach spezifischen Genen und préadisponierenden Mutationen,
die darin involviert sein kénnen. So ist ein Kandidaten-Gen ist ein Gen, das
aufgrund seiner moglichen Beteiligung an der Physiopathologie eine Rolle bei
der Determinierung des Phanotyps spielen kann [10], es wird bezlglich der
Fettsucht bevorzugt untersucht wegen seiner Position in einer bestimmten
Chromaosomenregion, die aufgrund von Forschungsergebnissen
Zusammenhange mit der Adipositas erwarten lasst. Es wurden hierdurch neue
Gene und Molekile identifiziert, die an der Regulation der Nahrungsaufnahme
(z.B. Leptin, Neuropeptid Y), am Energieverbrauch (z.B. uncoupling protein-2,
Leptin) und am Adipozyten-Stoffwechsel (z.B. PPARy, TNFo) beteiligt sind
[5,10].

Anhand von Versuchen mit Mausen konnten beachtliche Fortschritte erzielt
werden, die neue Einsichten in die Atiologie der Fettsucht schafften, so
konnten zahlreiche Gene identifiziert werden, die eine Adipositas auslésen
oder zu ihrer Entstehung beitragen konnen [72]. Gut untersucht sind funf
Maus-Modelle fir die menschliche Adipositas:

obese, diabetes, yellow, tubby und fat.

Die mutierten Gene konnten fur ale funf Modelle isoliert werden und bieten
einige der Uberzeugendsten und definiertesten Beweise dafUr, dass das Korper-

gewicht direkt durch spezifische Stoffwechselwege reguliert wird [46].

Das Produkt des obese-Gens ist das Hormon Leptin, das vor allem von
weillem Fettgewebe gebildet wird. Bei Mausen, die homozygot (ob/ob) die
obese-Mutation tragen, kann durch die Bildung defekten Leptins kein Leptin-
Spiegel aufgebaut werden [74], die Méause verhalten sich so, als wéren sie
stdndig vom Hungertod bedroht. So kommt es durch Hyperphagie zu starkem
Ubergewicht und Diabetes [13], ebenso kennzeichnen verringerter
Energieverbrauch, mangelnde Reproduktion und verkimmertes Wachstum
diese Mutation [64].
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Verschiedene Forschungsgruppen konnten zeigen, dass der zu fehlerhaftem
oder vorzeitig abgespaltenem Leptin fuhrende genetische Defekt, durch hohe
Dosen synthetischen Leptins direkt wieder ausgeglichen werden konnte
[9,26,51]. Es kam zur Gewichtsabnahme, geringerer Nahrungsaufnahme,
verstarkter korperlicher Aktivitdt und erhohter adaptiver Thermogenese [46].
Auch die Mdglichkeit des Einsatzes von synthetischem Leptin zur Adipositas-
behandlung ist von Interesse [46].

Gesunde Maus (links) und gleichaltrige Maus mit defektem ob-Gen (rechts)

Abbildung 4
Foto von RL Leibel, New York

Der erste Beweis beim Menschen fur die Rolle von Leptin als wichtigen
Signalstoff im Rahmen des Energiehaushalts konnte anhand eines
Geschwisterpaars demonstriert werden, das eine frih aufgetretene Adipositas
sowie einen Phanotyp aufwies, der dem der ob/ob-Mausen dhnelt [42]. Die
Genanalyse ergab eine homozygote Deletion an Position 133 des Gens fir
Leptin [42].

Mause mit dem diabetes-Gen weisen durch die Mutation einen Phanotyp auf,
der dem der obese-Mutation sehr ahnlich ist [46]. Das Produkt des diabetes-
Gens ist der Leptinrezeptor, der aufgrund der Mutation die Signalwirkung
von Leptin nicht weitervermitteln kann [3,11], doch sind auch hier noch keine
Beweise erbracht worden, die fir einen Zusammenhang mit erhthtem BMI

sprechen [47].

Dominante Allele (yellow) am agouti-Genort fihren bei Mausen zu Fettsucht

ab dem Erwachsenendlter, zu Fehlern in der Pigmentierung, Insulinresistenz
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und verstérktem Auftreten von Tumoren [71]. Im Gegensatz zu den obese-
Méusen treten weder Hyperphagie noch verkiimmertes Wachstum auf [46].
Das agouti-Protein wirkt antagonistisch zu dem Effekt des Melanocyten-
stimulierenden Hormons (MSH) auf zwei Typen seiner Rezeptoren, die
Melanocortin-1(MC-1)- und Melanocortin-4(MC-4)-Rezeptoren [41]. Eine
durch die Mutation hervorgerufene chronische Gegenwirkung auf die im
Hypothalamus exprimierten M C-4-Rezeptoren fuhrt bei Mausen zu Adipositas
[43], das dem agouti-Gen entsprechende menschliche Gen wird

interessanterwei se im Fettgewebe exprimiert [36].

Maus mit defektem agouti-Gen

Abbildung 5
Foto von Frau Prof. Dr. Dr. L. Herberg, Disseldorf

Fettsucht im fortgeschrittenen Erwachsenenalter, Hyperinsulinismus und
Unfruchtbarkeit sind die Charakteristika des Phanotyps mit der fat-Mutation
auf dem Gen fur die Carboxypeptidase E (CPE) [14,45]. Der Zusammenhang
mit der Adipositasentstehung beruht in diesem Fall vermutlich auf fehlerhafter
Prozessierung hypothal amischer Neuropeptide [16].

Tubby-Mause sind durch Adipositas ab dem Erwachsenenalter, Blindheit und
Taubheit gekennzeichnet [14]. Das tubby-Protein tritt vornehmlich in Retina
und Hypothalamus auf [14].

Bei alen oben kurz beschriebenen Mutationen besteht ein Zusammenhang mit
dem hypothalamischen Hunger- und Séttigungszentrum, was die Vermutung
bestétigt, dass durch Dysfunktion der Signalvermittlung in den Hypothalamus
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eine Fettsucht ausgeldst werden kann. Diese monogenischen Mutationen
konnen zwar bei Mausen eine Adipositas verursachen, doch beim Menschen
treten diese Mutationen extrem selten auf.

Bel dem Grofdeil der Adipositasfélle ist die Fettsucht allerdings durch das
Zusammenkommen mehrerer Faktoren genetischer und umweltbedingter Art
zustandegekommen, aufgrund dessen der Forschung nach polygenen Ursachen

Prioritét eingerdumt wird [23].

1.5 Zusammenhange zwischen Diabetes und Adipositas

Bel der Entstehung des Diabetes mellitus sind genetische Faktoren von
Bedeutung, wobei kein monogener, sondern ein multifaktorieller Vererbungs-
modus vorliegt. Hierbei treten mehrere Verénderungen der genetischen
Information auf, die nicht einzeln, sondern erst in Kombination (additive
Polygenie) und in Verbindung mit exogenen Einfliissen zur Manifestation der
Erkrankung fuhren.

Als wichtigster und haufigster Manifestationsfaktor gilt die Adipositas, die der
Entstehung des Typ I1-Diabetes vorausgeht und auch nach Manifestation des
Diabetes bestehen bleibt [35]. Die Relevanz de Fettsucht als
Manifestationsfaktor tritt deutlich hervor, wenn man bedenkt, dass es sich bei
etwa 80 % aller Diabetes-Félle um den Diabetes vom Typ Il handelt, wiederum
80 % der Patienten mit einem Typ |l Diabetes mellitus sind adipds oder
zumindest Ubergewichtig [28].

Die Korrelation zwischen Diabetes und BMI wird in folgender Grafik darge-
stellt:
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Ubergewicht und Diabetes mellitus vom Typ I1;
Erhebung bei 11624 Mannern und Frauen im Alter von 20-29 Jahten in Bayern
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Abbildung 6
aus: Classen/Diehl/Kochsiek, Innere Medizin, Urban & Schwarzenberg, 1994

Im Gegensatz zu dem Typ I-Diabetes, bei dem ein absoluter Insulinmangel im
Mittelpunkt der Pathogenese steht, besteht beim Typ [1-Diabetiker ein relativer
Insulinmangel.

Bel relativem Insulinmangel ist die Wirkung des Insulins herabgesetzt, es sind
hohere Insulin-Konzentrationen erforderlich, um einen bestimmten Insulin-
Effekt zu erreichen. Ursache dieser Resistenz gegen das endogen produzierte
Insulin kénnen abnorme Sekretionsprodukte der Beta-Zellen des Pankreas sein,
zirkulierende Insulin-Antagonisten oder aber, die haufigste Ursache, en
Rezeptordefekt am Erfolgsorgan. Die Insulinresistenz bei Typ lI-Diabetes ist
durch eine Verminderung der Rezeptoren an der Zelloberflache der
Erfolgsorgane bedingt, doch auch eine zusdizliche Beteiligung eines
Postrezeptordefektes konnte von Bedeutung sein.

Der Diabetes vom Typ Il beginnt meist schleichend jenseits des 40. Lebens-
jahrs, infolge einer vorausgegangenen Fettsucht, da hohe Konzentrationen
freler Fettsduren die Insulinbindung an Hepatozyten hemmen kdnnen, was zu
einer geringen hepatischen Extraktion von Insulin fahrt, wodurch zunéchst eine
geringe systemische Hyperinsulindmie entsteht. Aul3erdem liegt vor allem bei
den vergroRerten Fettzellen (Hypertrophie der Adipozyten) des Adipdsen eine
Verminderung der Insulinrezeptoren vor, wodurch die Insulinempfindlichkeit

herabgesetzt und eine verringerte Glucose-Verwertung bewirkt wird. Der

16



herabgesetzte Glucose-Verbrauch wirkt sich wiederum auf das hypothala-
mische Séttigungszentrum aus, es resultiert ein Circulus vitiosus (S. Abb. 7).

Circulus vitiosus der Hyperphagie

vergroBerte
Fettzelle

ubermafige vermindertes Ansprechen
Nahrungsaufnahme auf Insulin

verminderter Impuls verminderte
auf das Sattigungszentrum Glucose-Utilisation

~_

Abbildung 7
aus: Karlson, Gerok, Grof3, Pathobiochemie, Georg Thieme Verlag, 1982

Aufgrund der verminderten Glucose-Utilisation resultiert trotz systemischer
Hyperinsulinamie keine Hypoglykédmie, so werden erst bel stark erhohtem
Insulin-Spiegel die normalen Insulin-Effekte auf den Glucose-Umsatz und eine
normale Glucose-Toleranz erreicht.

Im Vergleich zu adiposen Nicht-Diabetikern ist bei Ubergewichtigen mit Dia-
betes die Insulin-Sekretion verringert, doch im Gegensatz zum Gesunden noch
normal oder sogar erhdht (s. Abb. 8, Kurve 3). Hierbel handelt es sich um einen
relativen Insulinmangel, da zwar eine Normo- beziehungsweise eine
Hyperinsulindmie besteht, aber dennoch, aufgrund der bestehenden Insulin-
Resistenz, eine normale Glucose-Toleranz nicht gewahrleistet ist.
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Abbildung 8

aus: Karlson, Gerok, Grol3, Pathobiochemie, Georg Thieme Verlag, 1982

Insulin-Produktion im Pankreas verflgen.

18

mit

Die Insulin-Resistenz des Ubergewichtigen bewirkt im weiteren Verlauf eine
permanente Uberstimulation der Beta-Zellen des Pankreas, was zu einer
"Erschopfung” der insulinproduzierenden Zellen flhren kann, jedoch ist dieser
Zustand der Insulin-Resistenz und der dadurch bedingten Uberstimulation der
Beta-Zellen durch Gewichtsreduktion vollkommen rickbildungsfahig. Daher
ist die wichtigste therapeutische und prophylaktische Mal3nahme beim
adiposen Diabetiker eine frihzeitige Gewichtsreduktion [28]. Der alméahliche
Ruckgang der Insulin-Sekretion kann allerdings noch Uber lange Zeit
medikamentts durch Sulfonylharnstoffe stimuliert werden, eine Mal3nahme,
die bel den adipésen Diabetikern angezeigt ist, deren Einstellung durch

Gewichtsreduktion allein nicht gelingt, die aber noch Uber eine ausreichende



Letztendlich kann durch vollige Erschopfung der Beta-Zellen sekundér ein
absoluter Insulinmangel auftreten, wie er beim Typ I-Diabetiker bereits primar
besteht (s. Abb. 8, Kurve 4). Hier ist dann eine Insulin-Behandlung as Sub-
stitutionstherapie indiziert.

Beim Typ |-Diabetiker kommt es aufgrund der fehlenden antilipolytischen
Wirkung des Insulins zu einem sehr ausgepréagte Schwund des Fettgewebes,
der Fettabbau mit Abgabe von Fettséuren an das Blut ist gegentiber der Norm
verstarkt. Das Ubergewicht der adiptsen Diabetiker bleibt hingegen auch nach
der Diabetesmanifestation selbst im Stadium des absoluten Insulinmangels
bestehen. Es wird vermutet, dass nicht alle Insulineffekte gleichmaliig von der
Insulinresistenz betroffen sind und dass insbesondere die antilipolytische
Wirkung am Fettgewebe langer erhalten bleibt as die Insulinwirkung auf die
Glucose-Utilisation.

Das Krankheitsbild des Diabetes mellitus weist zahlreiche Symptome auf. Als
akutes diabetisches Syndrom werden digjenigen Symptome zusammengefasst,
die sich von den Veranderungen des Kohlenhydrat-, Fett- und Protein-
Stoffwechsels as Folge eines absoluten oder relativen Insulinmangels direkt
ableiten lassen. Hierzu zdhlen Glucosurie, Polyurie, Polydipsie und
Refraktionsanomalien mit Sehstérungen, auf’erdem eine verminderte
muskulére Leistungsfahigkeit und Adynamie. Vornehmlich beim Typ II-
Diabetiker kann als schwere Form des akuten diabetischen Syndroms das
hyperosmolare Koma auftreten, bei dem die durch eine ausgepragte
Hyperglykéamie bedingte Hyperosmolaritdt des Blutes eine intrazellulére
Dehydratation und einen verstérkten renalen Flussigkeitsverlust durch
osmotische Diurese verursacht [1]. Die zerebrale Dehydratation und
Minderdurchblutung kann dann zu Funktionsstérungen des ZNS bis hin zum
Koma fuhren.

Als chronisches diabetisches Syndrom werden Begleiterkrankungen des Dia-
betes zusammengefaldt, deren Entstehung oder Entwicklung durch den Diabe-
tes mellitus begunstigt wird. Hierzu gehtren Hautverénderungen wie Pruritus,
Ekzemneigung, Xanthomatosen, Verdnderungen an den Schlemhauten wie
beispielsweise eine Gingivitis oder aber Iritis und Xanthelasmen am Auge,
aulerdem kann es durch die erhohte Infektionsbereitschaft zu Pyelonephritis
sowie zu bakteriellen Infektionen und Mykosen der Haut kommen. Die
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wichtigsten Erscheinungsformen des chronischen diabetischen Syndroms
beruhen auf einer Makro- und Mikroangiopathie [17,66]. Zum einen kommt es
durch diese Storung der Makro- und der Mikrozirkulation zu peripheren
Durchblutungsstérungen und zum anderen zu Folgeerkrankungen am
kardiovaskuldren System, hier sind Koronarinsuffizienz, Hypertonie und ein
erhohtes Infarktrisiko erwahnenswert [17,66]. Des weiteren bedingen die
Durchblutungsstérungen die diabetische Retinopathie am Auge und an der
Niere die diabetische Nephrosklerose [1]. Auch Funktionsstorungen des
Nervensystems haben beim Diabetiker eine wesentliche urséchliche
Betelligung einer Mikroangiopathie, so dass man hier von einer diabetischen
Neuropathie spricht.

Wie oben aufgefiihrt, bringt allein der Diabetes mellitus als Folgeerkrankung
der Fettsucht zahlreiche schwerwiegende Symptome mit sich, durch die standig
zunehmende Inzidenz der Adipositas besteht hier sicherlich Handlungsbedarf.
Vor adlem in Anbetracht der Tatsachen, dass Adipositas adlein ein
unabhéngiger Risikofaktor fir die Entstehung der koronaren Herzkrankheit ist,
dass sie deren Entwicklung aber auch durch eine Reihe von sekundaren
Faktoren, insbesondere dem Diabetes mellitus, beglnstigt, wird die
Notwendigkeit der weiteren Forschung nach entscheidenden ursachlichen

Faktoren unterstrichen.

1.6 Lipid-induzierte Genexpression

Die Regulation der verschiedenen Stoffwechselleistungen des Kérpers erfolgt
in groRem MalRe durch Hormonwirkung. Bel der hormonellen
Signaltransduktion unterscheidet man zwel Primérreaktionen. Zum einen kennt
man hydrophile Signalstoffe, die mit zellmembranstandigen Rezeptoren wie
ligandengesteuerte Enzyme, lonenkandle und  G-Protein-Aktivatoren
interagieren, um so Uber die Bildung von second messenger im Zellinneren
ithre Wirkung zu entfalten. Zum anderen konnen lipophile Signalstoffe Uber

nukledre Rezeptoren eine Hormonwirkung durch Genaktivierung vermitteln.
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Bel diesen nukledren Rezeptoren lipophiler Hormone handelt es sich um
Transkriptionsfaktoren, die einer Protein-Superfamilie angehdren, zu deren
Mitgliedern noch weitere signalunabhéngige Transkriptionsfaktoren zéhlen.
Der lipophile Signalstoff wird, nachdem er in die Zelle eingedrungen ist, ent-
weder bereits im Cytoplasma oder aber im Zellkern spezifisch von einem
Rezeptor gebunden, was eine Konformationsanderung an diesem hervorruft.
Der aktivierte nukledre Hormonrezeptor ist nun in der Lage, ein Homo- oder
auch ein Heterodimer mit anderen Transkriptionsfaktoren zu bilden, wodurch
die Rezeptor-Dimere an sogenannte Hormone-Response-Elements (HRES) der
DNA binden konnen, bei denen es sich um hochgradig konservierte, kurze
Sequenzen aus etwa 15 Nucleotiden handelt. Die HREs stellen Enhancer dar,
durch die Gber Stimulation der Promotoren die Transkriptionsaktivitdt gesteuert
wird, was sich sowohl in einer Stimulation als auch in einer Hemmung auf3ern
kann.

Schematische Darstellung der Liganden-Bindung am Beispiel von PPARy

Die Struktur des Molekils wechselt durch Binden eines geeigneten Liganden (hier
FS=Fettsdure) von einer inaktiven zu einer aktivierten Konformation. Die Kraft der zahlreichen
Einzelbindungen zwischen Ligand und Rezeptor zwingt den Komplex, eine bestimmte
raumliche Ausrichtung anzunehmen, in der er mit weiteren Molekilen (z.B. DNA) interagieren

kann.

\
=

Abbildung 9
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Zur Familie der nukledren Hormonrezeptoren gehtren die peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARS) [8], die wie oben beschrieben durch
die Konformationsdnderung nach Bindung eines lipophilen Signalstoffes
aktivert werden (s Abb. 9). Im aktivierten Zustand ist nun die Bildung von
Heterodimeren mit Retinoid-X-Rezeptoren (RXR) moglich und dadurch die
Bindung des Dimers an spezifische HREs, den peroxisome proliferator

response elements (PPRES).

Bindung eines PPARy/RXR- Heterodimers an DNA

Das Heterodimer, bestehend aus einem aktivierten PPAR) und einem aktivierten Retinoid-X-
Rezeptor-Molekil , bindet an ein PPRE der DNA. Die Bindung kommt Uber sogenannte
Zinkfinger an den Rezeptor-Molekiilen zustande, die sich in Rillen der DNA-Helix einfligen

koénnen.

Abbildung 10

Die PPREs bestehen aus einer direkten Wiederholung (direct repeat, DR) des
Erkennungsbereiches fir den Rezeptor auf der DNA (PUGGTCA) getrennt
durch ein Nucleotid (DR-1) [60].

Doch zahlen die PPARs zu einer Untergruppe, die auch in Abwesenheit eines
Liganden an die DNA binden kann [60], indem durch mehrere Zinkfinger-
Motive, die als Tandem an der DNA-bindenden Doméane des Hormonrezeptors
auftreten, eine spezifische Bindung an die DNA erméglicht wird [21,25].

Uber die Bindung des Heterodimers an die PPREs kann nun durch Stimulation
von Promotoren die Transkription von Struktur-Genen inhibierend oder

verstérkend gedndert werden [34].
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PPARy/RXR- Heterodimere als Bestandteile des Transkriptionsapparates

Die an PPREs gebundenen, aktivierten Rezeptor-Heterodimere interagieren mit einem
Komplex verschiedener Proteine, der als Transkriptionsapparat fungiert und die Rate, mit der
MRNA-Kopien des entsprechenden Gens hergestellt werden, mal3geblich beeinflusst.
FS=Fettsaure

RS=Retinséure

DH#- Transkription
Polymeras

VAR AR RN oo

FFRE TATA 1
\ \k_ \ \ \mHNA

Tran slatinnl
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Abbildung 11

Es sind drei verschiedene PPAR-Typen bekannt, PPARe, £ und  die sich
aul3er in ihrer Primarstruktur auch noch in der Haufigkeit ihres Vorkommens
sowie in ihrer Gewebespezifitdt unterscheiden [60]. So tritt PPARa vor allem
in Leber, Herz, Niere, braunem Fettgewebe und in Geweben mit hohem
Fettsdure-K atabolismus oder hohem peroxisomalen Metabolismus auf [4,7,31].
PPARS (identisch mit PPARY) ist gleichfalls ubiquitér reichlich vertreten,
wohingegen PPARy eine grofliere Gewebespezifitat aufweist und vornehmlich
in weil3em Fettgewebe auftritt (s.u.) [7].

Bei den Peroxisomen handelt es sich um Organellen, in denen unter anderem
Reaktionen stattfinden, an denen Wasserstoffperoxid beteiligt ist. Sie besitzen
keine eigene DNA, so dass die peroxisomalen Proteine im Kern codiert und im
Cytoplasma an freien Polysomen synthetisiert werden. In Peroxisomen findet
eine B-Oxidation statt, die auf die Oxidation bestimmter Verbindungen, vor
adlem sehr langkettige Fettsduren (Cps, Cy), Spezidisiert ist und die im

Gegensatz zur mitochondrialen -Oxidation nicht primér der Energieerzeugung
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dient. Im Tiermodell mit Nagetieren stellt die Proliferation von Peroxisomen
eine zellulare Antwort auf verschiedene chemische Faktoren, unter anderen
Fibrate, Derivate von Eicosanoiden und verschiedene Fettsduren, dar [40,48],
sie ist aber auch eine Reaktion auf bestimmte pathophysiologische Vorgange,
die sowohl die zelluldre Morphologie als auch die Enzymaktivitét stark beein-
flussen [60]. Uber die Aktivierung durch peroxisome proliferators, wie Fibrate,
Fettsduren und Medikamente, die den Lipidstoffwechse beeinflussen,
kontrollieren PPARs die Expresson von Genen, die in den intra- und
extrazelluldren Fettmetabolismus involviert sind, vor alem jene, die an der j3-
Oxidation beteiligt sind [60]. So vermitteln PPARs teilweise die induktiven
Effekte von Fibraten und Fettsauren auf den HDL-Cholesterin-Spiegel, indem
sie die Transkription der wichtigsten HDL-Apolipoproteine, Apo-A-l und Apo-
A-ll, regulieren, auBerdem sind sie an der Induktion der Synthese der
Lipoproteinlipase, der Acyl-CoA-Oxidase, der HMG-CoA-Synthetase und der
Acyl-CoA-Synthetase sowie weiterer Enzyme des Fettstoffwechsels beteiligt
[54,59,60,61]. Auch die verstéarkte Bildung von Proteinen, die dem
Fettsauretransport dienen, wie aP2 (adipocyte fatty acid binding protein P2)
und L-FABP (liver fatty acid binding protein) ist ein Effekt der PPAR-AKktivitét
[32,60], zudem besteht die Vermutung, dass PPARs entscheidende Botenstoffe
bei der Umsetzung von pharmakologischen und ernghrungsbedingten Stimuli
in Veranderungen der Gen-Expression und bei Differenzierungsvorgangen sind
[60].

Insgesamt fuhrt die Uber PPARs vermittelte Regulation verschiedener, in den

Lipidstoffwechsel involvierter Gene zu [60]

. verstarkter Hydrolyse von Triglyzeriden

. Stimulation der zelluldren Aufnahme von Fettsiuren und deren Um-

wandlung in Acyl-CoA-Derivate
. Stimulation der B-Oxidation

° Verminderung der Fettsduren- und Triglyzerid-Synthese sowie der
VLDL-Produktion
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Diese Auswirkungen der PPAR-Aktivitét erkléren die lipidsenkenden Effekte
von Fibraten und Fettsduren, da diese a's peroxisome proliferators die PPARs

aktivieren.

1.7  Funktion und Bedeutung von PPARy

In héheren Eukaryonten ist das welil3e Fettgewebe der wichtigste Speicher fur
Uberschiissige Energie, was durch die Expression von Genen ermoglicht wird,
die fir Enzyme codieren, die Triglyzeride synthetisieren und hydrolysieren.
Des weiteren beeinflussen Adipozyten eine Vielzahl von Prozessen, die mit der
Regulation der Energie-Aufnahme und -Abgabe zusammenhéngen, indem sie
bestimmte Proteine exprimieren und sezernieren, wie beispielsweise TNFa,
Leptin und Adipsin, doch auch andere, noch unerforschte Signalproteine sind
maoglich [15,29]. Dies bietet einen wichtigen Ansatzpunkt in der Erforschung
von moglichen Ursachen fur die Entwicklung einer Adipositas, wobei dasselbe
fUr die genauen Ablaufe in der Adipozyten-Differenzierung gilt, da bel massiv
adipésen Menschen zum enen die GrofRe der Fettzellen erhoht st
(Hypertrophie der Adipozyten) und zum anderen eine vermehrte Anzahl der
Fettzellen besteht (Hyperplasie der Adipozyten).

Bel der Untersuchung von Transkriptionsfaktor-bindenden Regionen auf fir
Adipozyten spezifischen Genen wurden drel Proteinfamilien identifiziert, die
eine wichtige Rolle bei der Induktion der Adipozyten-Differenzierung spielen.
Es handelt sich hierbei um die PPARS, um die Familie der CAAT/Enhancer-
bindenden Proteine (C/EBP) a, B und 6 und um den helix-loop-helix adipocyte
differentiation and determination factor-1 (ADD-1) [57].

Ein Mitglied der PPAR-Superfamilie der nukledren Hormonrezeptoren ist
PPARy, wobel zwei Isoformen dieses Transkriptionsfaktors bekannt sind,
PPARJL und PPARj2, die sich nur in den letzten 30 Aminosauren ihres N-
terminaden Endes unterscheiden [67,68,75]. Diese beiden Isoformen sind

dadurch entstanden, dass das PPAR-Gen zwel Promotoren enthdlt, welche die
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Entstehung zweier aternativ gespliceter Produkte bewirken [44]. PPARJL ist in
geringem Mal3e in verschiedenen Geweben vorhanden, PPARj;2 kommt
reichlich und spezifisch in weil3em Fettgewebe vor und in geringerer Quantitét
auch in Praadipozyten, wobei sich hier die Menge wahrend der Adipozyten-
Differenzierung erhoht. Wie bereits erwahnt bilden PPARS, und so auch
PPARy, ein Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptora. (RXRo), aus dem
sich der adipocyte differentiation-dependent regulatory factor (ARF)-6
zusammensetzt, der an den Adipozyten-spezifischen Enhancer des aP2-Gens
bindet.

Darstellung der PPAR-Signalkaskade durch verschiedene physiol ogische Stimuli

Abkirzungen: TXN=Transkription
RA=Retinsiure
FFA=Freie Fettsduren

Glucose

Lipids
Intermediary metabolism

|

Alterations in FFA

Fibrates

Nucleus

RA

Abbildung 12
aus: Schoonjans, Saels, Auwerx, Journal of Lipid Research 37:907-925, 1996

Durch die Bindung mit Liganden wird die Transkriptionsaktivitét von nukleé-
ren Hormonrezeptoren stark erhdht, wobel man zwel Klassen von Liganden fur
PPARyunterscheidet.

Zum einen gibt es natirliche Liganden fur PPARy, dazu gehtren Fettsiuren,
insbesondere ungeséttigte und Derivate der Prostaglandine D2 und J2, unter
denen sich 15-Desoxy-A'?-Prostaglandin J2 (PGJ2) as am wirksamsten

26



erwies. Da jedoch selbst 15-d-PGJ2 nur mit relativ geringer Affinitdt bindet,
werden weitere Liganden hoherer Affinitat vermutet.

Zum anderen erwies sich eine relativ neue Klasse von Medikamenten als mit
hoher Affinitét bindende synthetische Liganden fir PPARy [8]; es handelt
sich hierbei um die Thiazolidinedione (TZDs), die eine Erhdhung der
Insulinsensitivitdt bewirken und daher zur Behandlung des nicht-insu-
linabhangigen Diabetes mellitus (NIDDM) eingesetzt werden [49]. Die
Thiazolidinedione induzieren die Expression des aP2-Gens in Adipozyten,
wobei ARF-6-bindende DNA-Abschnitte als Bindungsorte fir regulatorische
Proteine mal3geblich beteiligt sind [8]. Da dle drei Mitglieder der PPAR-
Superfamilie, PPARe, S und ¥ an dieselbe DR-1-Typ Sequenz ihres PPREs
binden, besteht die Moglichkeit, dass sie auch &hnliche Gene regulieren.
Obwohl PPAR« und PPARS nicht ausschliefflich von Fettgewebe exprimiert
werden, sind sie doch beide indirekt an der Adipogenese beteiligt. PPARy
bewirkt jedoch am effektivsten eine Aktivierung des Differenzierungs-
programms von Adipozyten, und daher erklart sich die adipogene Wirkung der
Thiazolidinedione und des 15-d-PGJ2 al's aktivierende spezifische Liganden fr
PPARy.

Die zweite Familie von Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle bel der Induk-
tion der Adipozyten-Differenzierung spielen, die C/EBPs, vermitteln ihre
adipogene Wirkung unter anderem Uber die Modulation der Expression von
PPARy. Hormonelle Signale bewirken zu Beginn der Adipozyten-
Differenzierung eine verstérkte Expression von C/EBPB und C/EBPS und diese
beiden Faktoren stimulieren wiederum die Expression von PPARy [8]. Ist ein
Ligand fir PPARy vorhanden, setzt sich der Differenzierungsprozess fort und
geht mit der Induktion weiterer adipogener Gene, unter anderem C/EBPo,
einher. Mit fortlaufender Differenzierung nimmt der Gehalt an C/EBPP und
C/EBPS ab, und daher wird die Induktion von PPARy von C/EBPo
Ubernommen [8]. Somit ermdglicht das Vorhandensein von C/EBPa. Uber die
Fortsetzung der Expresson von PPARy die Fortfihrung des
Differenzierungsprozesses. Zudem kooperieren PPARy und C/EBPo derart,

dass bel ener gleichzeitigen Expression beider Faktoren das Vorhandensein

27



eines exogenen Aktivators fur PPARy nicht mehr fur die Adipozyten-
Differenzierung notwendig ist. Mdglicherweise ist hierfur ein endogener
PPARj-Ligand verantwortlich, dessen Bildung durch C/EBPo. vermittelt wird.
Wird dagegen nur einer der beiden Transkriptionsfaktoren exprimiert, so

erfolgt keine Differenzierung zu Adipozyten [8].

V ereinfachtes Schema der Adipogenese

PPARyist essentiell fur die Initiierung des Differenzierungsprozesses von Adipozyten, die
Auspragung des reifen Insulin-sensitiven Phanotyps von Fettzellen wird gemeinsam durch die
Transkriptionsfaktoren PPARy und C/EBP induziert.

PPARy-Ligand — PPARy | |C/EBPo

oy g 7N
lataT- O J

Stammzellz  Praadipozyt Adipozyt Reifer, Insulin-
sensitivar Adipozyt

Abbildung 13
nach: B Lowell, Cell 99:339-342, 1999

Der dritte an der Adipogenese beteiligte Transktiptionsfaktor, der adipocyte
differentiation and determination factor-1 (ADD-1), ist in die Regulation der
Cholesterin-Homoostase und des Fettsaure-Metabolismus involviert [8]. ADD-
1/SREBP (sterol regulatory element-binding protein)-1 bewirkt spezifisch die
Induktion der Lipoproteinlipase sowie der Fettsdure-Synthetase, aullerdem
erhoht ADD-1/SREBP die Aktivitst von PPARy wobei auch dies
moglicherweise Uber den Einfluss eines endogen produzierten Liganden ver-

mittelt wird, &hnlich wie bei der Wirkungsweise von C/EBPa. [8].
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Kaskade der an der Adipozyten-Differenzierung beteiligten Transkriptionsfaktoren
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Abbildung 14
aus: Brun, Kim, Hu, Spiegelman, Current Opinion in Lipidology 8:212-218,1997

Wachstumsfaktoren wie der epidermal growth factor (EGF), der platelet-
derived growth factor (PDGF) und der fibroblast growth factor (FGF), die ihr
Signal Uber die Bindung an Tyrosin-Kinase-Rezeptoren an die Zelle weiter-
geben, beeinflussen ebenfals den Differenzierungsprozess von Adipozyten
durch Modulation von PPARy. Uber die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren erfolgt die
Aktivierung der mitogen activated protein (MAP)-Kinase, ein Enzym, das bei
der Signaltransduktion zur Induktion der Zellteilung (mitogen) beteiligt ist.
Uber die durch die Wachstumsfaktoren vermittelte Signaliibertragung erfolgt
durch die MAP-Kinase eine Phosphorylierung von Serin an Position 114 des
menschlichen PPARj2-Gens [53], wodurch PPARj2 inaktiviert wird, so dass
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durch den Einfluss der Wachstumsfaktoren die Adipozyten-Differenzierung
limitiert und somit auch reguliert werden kann.

Rolle von PPAR72 und Regulation durch Phosphorylierung

Thiazolidinedione, Insulin,
endogene Liganden Wachstumsfaktoren

l

PPAR;j2 phosphoryliert

~,

Adipozyten-DifferenzierungT Adipozyten-Differenzierungd
Insulin-SensitivitétT Insulin-Sensitivitatd
Abbildung 15

aus. Ristow, Muller-Wieland, Pfeiffer, Krone, Kahn,
New England Journal of Medicine 339:953-9, 1998

Durch eine Mutation, die eine Phosphorylierung an dieser Stelle unméglich
macht, erfolgt Uber die Wirkung des nun hyperaktiven PPARj2 eine verstérkte
Adipozyten-Differenzierung und somit eine starke Fettakkumulation.

Insulin, das die Adipogenese in Praadipozyten fordert, bewirkt ebenfalls eine
Phosphorylierung des Serins an Position 114, allerdings nur bei Zellen, die den
Insulin-Rezeptor exprimieren.

Anhand der Tatsache, dass PPARy as Rezeptor fur Thiazolidinedione auch in
die systemische Insulinsensitivitét involviert ist, ergibt sich die Mdglichkeit,
dass die durch die MAP-Kinase hervorgerufene Inaktivierung von PPARy eine
Rolle bei der Entwicklung einer Insulinresistenz spielt, wie sie bei Adipositas
und anderen Krankheiten auftritt. Aufgrund der starken Involvierung von
PPARy in den Fettstoffwechsel und in die Adipozyten-Differenzierung, bietet
das PPARy-Gen viele Moglichkeiten fur das Vorkommen von Adipositas

verursachenden oder zumindest fordernden M utati onen.
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Auf dem Gen fir PPAR32 wurden bereits zwei Punktmutationen beschrieben,

bei denen es sich um die Prol2Ala-Mutation und die Prol15GIn-Mutation

handelt [58], wobeal letztere den Hintergrund dieser Arbeit bietet.

So bot den Ansatz zu der vorliegenden Arbeit die Arbeit von Ristow et al., die
unter dem Titel Obesity associated with a mutation in a genetic regulator of
adipocyte differentiation im Oktober 1998 im New England Journal of
Medicine verdffentlicht wurde.

Ristow et al. untersuchten das Gen von PPAR;j2 in der Umgebung der phos-
phorylierbaren Aminosdaure Serin an Position 114 im Zusammenhang mit sich
dort moglicherweise befindlichen, fur Adipositas prédisponierenden Mutatio-
nen und. beschreiben eine Punktmutation am Basenpaar 344, die den Einbau

von Glutamin anstelle von Prolin an Position 115 zur Folge hat.

Sequenzanalyse des geklonten DNA-Fragments eines adipdsen Probanden mit einer Mutation

auf dem PPAR2-Gen (Punktmutation an Basenpaar 344)

Wild-type sequence AGGTGG AGA
33 TCTTCTCAGAATAATAAGGTTG AGATGCAGGCTCC &

100 110 120

hhﬂh UL il HA.. Il

|

Mutant | GIn: Ser Ala Pro
Wildtype (Pro; Ser Ala Pro

Position {115 114 113 112

Serine phosphorylation site

Abbildung 16

aus. Ristow, Muller-Wieland, Pfeiffer, Krone, Kahn,
New England Journal of Medicine 339:953-9, 1998

Diese Prol15GIn-Mutation fuhrt Gber eine fehlerhafte Phosphorylierung des
benachbarten Serins an Position 114 zu verstérkter Adipozyten-
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Differenzierung sowie vermehrter Fettakkumulation, was anhand einer
Transfektion des mutierten Gens in Fibroblasten beobachtet werden konnte.
Die Pro115GIn-Mutation wurde bei vier von 121 adiptsen deutschen Patienten
mit einem durchschnittlichen BMI von 33,6 (bei Einzelwerten zwischen 37,9
und 47,3) gefunden und war dagegen bel einer Kontrollgruppe von 237
normal gewichtigen Patienten nicht vorhanden.

79 der Ubergewichtigen Personen hatten Diabetes mellitus, und von diesen
trugen drei die Pro115GIn-Mutation, wahrend sich der vierte Trager der Muta-
tion unter den 42 adipdsen Patienten ohne Diabetes befand.

In der Kontrollgruppe waren 107 der normalgewichtigen Patienten Diabetiker.
Das gehaufte Auftreten der Mutation erweckt die Vermutung, dass hiermit eine
mal3gebliche genetische Ursache fir Adipositas und mdglicherweise auch fur

Typ l1-Diabetes zumindest bei Deutschen gefunden wurde.
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2 ZIELSETZUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Haufigkeit des
Auftretens der von Ristow et al. beschriebenen Prol15GIn-Mutation, um zu
ermitteln, ob deren Inzidenz tatséchlich so hoch ist wie es Ristow et al. inihrer
Studie ermittelten (verdffentlicht im Oktober 1998 im New England Journal of
Medicine, Titel: Obesity associated with a mutation in a genetic regulator of
adipocyte differentiation), so dass dadurch die erhobene Vermutung einer
Schlusselrolle bel der Entstehung einer extremen Adipositas bestétigt werden
kann.

Dazu soll ein Kollektiv von insgesamt 515 Probanden den Methoden von
Ristow et al. entsprechend auf das Vorhandensein der Prol15GIn-Mutation
untersucht werden, wobei sich die Auswahl des Kollektivs nach den
Ergebnissen der Studie von Ristow et al. richtet, in der die Prol15GIn-
Mutation bei vier von 121 adipdsen Patienten mit einem durchschnittlichen
BMI von 33,6 nachgewiesen werden konnte, von denen drei zusdtzlich an
einem Typ lI-Diabetes mellitus erkrankt waren, wahrend sich unter einer
Kontrollgruppe von 237 normalgewichtigen Patienten kein Trager der
Mutation fand.

In dem Kollektiv, das fur die vorliegende Arbeit ausgewéhlt wurde, finden sich
220 stark adipbse Patienten mit einem durchschnittlichen BMI von 51 unter
denen 38 noch einen Typ I1-Diabetes mellitus aufweisen. Weitere 96 Diabetes-
Patienten mit einem durchschnittlichen BMI von 28 werden untersucht sowie
eine Kontrollgruppe, bestehend aus 199 normalgewichtigen, gesunden
Probanden. Mit dieser Zusammenstellung der Probanden lasst sich, der Studie

von Ristow et al. zufolge, ein Auffinden der Mutation erwarten.
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3 MATERIALIEN

3.1 Patientengut

Insgesamt wurden 515 Patienten auf das Vorhandensein der Proll5GIn-
Mutation untersucht, wobel sich dieses Patientenkollektiv aus drel Gruppen

Zusammensetzt.

Zunéchst wurde die DNA von 220 extrem adipdsen Probanden analysiert.
Diese Patienten stammen aus ganz Deutschland, jedoch vor allem aus dem
Bundesland Nordrhein-Westfalen und haben sich einer Magenband-Operation
im Evangelischen und Johanniter Klinikum, Dinslaken, Deutschland
unterzogen. Die 178 Frauen und 42 Ménner wiesen einen durchschnittlichen
BMI von 51 auf (bel Einzelwerten zwischen 35 und 82), 38 unter ihnen waren
an Typ lI-Diabetes erkrankt.

Des weiteren wurde eine Gruppe von 96 Diabetes-Patienten aus der
Medizinischen Klinik der Universitétskliniken Hamburg Eppendorf,
Deutschland untersucht. Der durchschnittliche BMI dieser 57 Manner und 39

Frauen betrug 28 (bel Einzelwerten zwischen 19 und 71).

Die Kontrollgruppe schliefflich besteht aus 199 gesunden Blutspendern aus der
Abtellung fir Transfusionsmedizin der Universitdtskliniken Hamburg

Eppendorf, Deutschland.

Zur besseren Ubersicht Uber das verwendete Patientenkollektiv dient die
folgende Tabelle:



Zusammensetzung des Patientenkollektivs fiir die Uberpriifung der Variante Pro115GIn im

PPAR2-Gen
Patienten mit Typ IlI-
Adipositas Diabetiker Kontroll- gesamt
(178w, 42 m) | (57 m, 39 w) gruppe
@BMI:51 @BMI:28
Typ ll-
Diabetiker 38 96 0 134
Patienten
ohne Diabetes 182 0 199 381
gesamt 220 96 199 515
Tabelle3

3.2 Chemikalien

Acrylamid (40 %)
Ammoniumpersulfat
Aquaad iniect.
Bromphenol Blau Natriumsalz
Bovines Serumalbumin (BSA)
Borsaure
Ethanol absolut
DNA Ladder 1Kb
Ethidium-Bromid (10mg/ml)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerol
Hind Il Restriktionsendonuklease
Magnesiumchlorid (MgCl.,)
PCR-Ol: Mineral QOil
PCR-Puffer: 10x buffer
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Appligene oncor
Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Biolabs, New England
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
GIBCO BRL, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Qiagen, Hilden

Sigma, Steinheim
Boehringer, Mannheim




Primer: Vorwérts P115Q F

Primer: Ruckwaérts P115Q R

SDS: Dodecylsulfat Natriumsalz
Taqg DNA Polymerase
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Wasser fur Chromatographie

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Serva, Heidelberg
GIBCO BRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

3.3 Haufig verwendete L 6sungen und Puffer

3.3.1 Stammlésungen fur DNA-Extraktion

TrisHCI 1M, pH 7,4
121g Tris

in 900 ml Aquadest. gel6st.

Mit HCI pH eingestellt.
Volumen auf 1000 ml aufgefullt.

TrisHCI 1 M, pH 8,2
1219 Tris

in 900 ml Aqua dest. gel6st.

Mit HCI pH eingestellt.
Volumen auf 1000 ml aufgefullt.

Na,-EDTA 0,5 M
18649 EDTA
in 90 ml Aquadest.

Auf Magnetrihrer erhitzt, bis die Lésung klar wurde.

Volumen auf 100 ml aufgefullt.
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NaCl 5M
293 g NaCl
in 900 ml Aqua dest. gelost.
Volumen auf 1000 ml aufgefllt.

NaCl 6 M
349 g NaCl
in 900 ml Aqua dest.
Uber Nacht auf Magnetriihrer aufgel ost
(Losung ist geséttigt, nicht allesNaCl 16st sich).
Volumen auf 1000 ml aufgefullt.

DS 10%
10 ¢ SDS
in 100 mli Aqua dest.

Bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Alle Stamml 6sungen wurden autoklaviert.

3.3.2 Arbeitddsungen fur DNA-Extraktion

STE Waschpuffer
20 ml 1M TrissHCI (pH 7,4)
1 m 5M NaCl
200ul  05M EDTA
ad 1000 ml Aquadest.
Filtriert und autoklaviert.
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Lyse-Puffer
1 m 1M TrisHCI (pH 8,2)

8 ml 5M NaCl
400 Wl 05M EDTA
ad 1000 ml Aqua dest.
Filtriert und autoklaviert.

TE-Puffer
1 m 1M TrisHCI (pH 7,4)
40 pl  05M EDTA
ad 100 ml  Aquadest.
Filtriert und autoklaviert.

Proteinase K
100 mg Proteinase K

10 ml 10% SDS

20 m O05M EDTA

70 ml Aquadest.
EDTA-L6sung erhitzen, bis sie klar ist, etwas abkihlen lassen.
Proteinase K-Pulver in Erlenmeyer-Kolben geben, 70 ml Aqua dest. und 10 ml
SDS hinzuftigen. Zuletzt EDTA beimischen.
Autoklaviert, jedoch nicht filtriert.

3.3.3 Zusammensetzung des 10x TBE-Puffers

10x TBE-Puffer

208 g Tris
110g Borsaure
80 ml 0,5M EDTA

ad 2000 ml Aquadest. Autoklaviert
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3.34 Herstellung eines 10%igen Polyacrylamidgels 1x TBE

10%iges Polyacrylamidgel 1x TBE

6,5 ml
1 ml
150 pl
25 mi
20 ul

Aquaad. iniect.
10x TBE
AMPS

40 % Acrylamid
TEMED

Ein nach diesem Ansatz gegossenes Minigel hatte ein Ausmal3 von 8,6 cm

(Breite) x 7,5 cm (Lange mit Taschen) bei einer Schichtdicke von 0,6 mm. Es
enthielt 20 Taschen.

3.3.5 Zusammensetzung des L oading buffers

Loading buffer
100
400
500 ul

Ix TBE
40 % Glycerol
Aqua dest.

Bromphenol Blau Natriumsalz

3.3.6 Zusammensetzung der Farbeldsung

Farbel 6sung
6 ul
200

Ethidium-Bromid
1x TBE
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3.4 \WetereMaterialien

Becherglaser

Eppendorf-Tubes Safe-Lock 0,5ml
Erlenmeyerkolben

Pipetten pipetman 20, 100, 200 und 1000yl GILSON

Pipettenspitzen Eco-Tip Refill 200ul TreffLab, Degersheim, CH
Pipettenspitzen Eco-Tip Refill 0,5-20ul TreffLab, Degersheim, CH

Eppendorf, Hamburg

Spitzrohrchen 15ml

3.5 Gerate

Clean bench (autoklavierbarer Arbeitsplatz)

Fotoapparat Polaroid CU-5
Inkubator 3032

Magnetrithrer IKAMAG®-PET
Minigelkammern

Netzgerdt Power Pack P25
PCR-Gerét Trio-Thermoblock
Rollenmischgerét RM 5
Tischzentrifuge Biofuge fresco
Ultrazentrifuge Beckmann
UV-Tisch

Zentrifuge Hettich

NUNC, Naperville, USA

Herolab

Polaroid

GFL

Janke& Kunkel GmbH
Biometra

Biometra

Biometra

Assistent

Heraeus, Hanau
L7Beckmann, Minchen
Biometra

Rotanta/RP



4 METHODEN

4.1 DNA-Extraktion

Die DNA des Patientenkollektivs diente als Ausgangsmaterial fur die weiteren
Versuche. Die DNA-Extraktion wurde nach S.A. Miller Nucl Acid Res
16:1215, 1988 durchgefihrt.

Fur die DNA-Extraktion wurden die gefrorenen Buffy-Coats (=DNA-haltige
Blutzellen) bei Raumtemperatur aufgetaut und in 15 ml Spitzrohrchen gefillt.
Die Spitzrohrchen wurden anschlief?end mit STE-Waschpuffer aufgefillt und
durch Umschwenken gemischt.

Die Losung wurde nun fir 15 Minuten bei 4 °C und 3000 rpm in der Ultrazen-
trifuge zentrifugiert.

Der entstandene Uberstand wurde mit einer sterilen Pasteur-Pipette abgenom-
men und das Réhrchen erneut mit STE-Puffer gefillt.

Das durch die Zentrifugation entstandene Pellet wurde durch Aneinander-
schlagen zweier Rohrchen losgel6st, die Lésung wurde nochmals durch Um-
schwenken gemischt und erneut fir 15 Minuten bei 4 °C und 3000 rpm zentri-
fugiert.

Der Uberstand wurde anschlieflend wieder mit einer Pasteur-Pipette abge-
nommen, und auf das Pellet wurden 3 ml Lyse-Puffer, 1 ml Proteinase K-L6-
sung sowie 200 ul 10 % SDS gegeben.

Die fest verschlossenen Rohrchen wurden Gber Nacht auf einem Rollenmisch-
gerdt bel 37 °C im Inkubator gelagert.

Am nadchsten Tag wurden zur Protein-Ausfalung in jedes Réhrchen 3,4 mi
Lyse-Puffer und 2,3 ml 6 M NaCl gegeben, durch Umschwenken wurde
gemischt.

Die Losung wurde fur 20 Minuten bel 4 °C und 3000 rpm in der Ultrazentri-
fuge zentrifugiert.

Der entstandene Uberstand wurde mit einer sterilen Pasteur-Pipette in jeweils

ein 50 ml Tube mit 100 %igem Ethanol pipettiert.
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Durch Mischen kommt es zum Ausféllen der DNA, die mit Hilfe einer sterilen
Pasteur-Pipette herausgenommen und in jeweils ein 15 ml Tube mit 70 %igem
Ethanol gegeben wurde.

Durch Umschwenken wurde die DNA gewaschen und anschlief3end in jeweils
ein autoklaviertes Eppendorf-Tube mit 500 ul TE gegeben.

Die Eppendorf-Tubes wurden zum Auflésen der DNA fir 48 Stunden auf
einem Rollenmischgerédt bei 37 °C im Inkubator gelagert und danach bei 4 °C

im K uhlraum aufbewahrt.

4.2 Amplifikation des gewlnschten DNA-Abschnittes durch
PCR

Stamml 6sung fir die PCR der Patienten-DNA

7,25 ul Wasser fur Chromatographie

1 ul 10x buffer

02 dNTP

0,25 ul Vorwartsprimer P115Q F

025 ul Ruckwartsprimer P115Q R

0,05 ul Tag DNA Polymerase
an Clean Bench in Tube pipettiert, nach Zugabe des Enzyms gut gemischt.
Der Ansatz gilt fir eine Probe; die angegebenen Mengen wurden je nach
Bedarf fir beispielsweise 10 Proben mit dem Faktor 10, fur 20 Proben mit dem
Faktor 20 multipliziert.
Mit Hilfe der Polymerase-K ettenreaktion (PCR) wird die DNA-Region verviel-
faltigt, auf der die Mutation Pro115GIn liegt, sofern sie vorhanden ist.
Die zur Vermeidung einer Kontamination unter der Clean Bench pipettierte
Stammlésung fur die PCR enthielt Desoxytrinukleotidphosphate, die den Posi-
tion 115 enthaltenden DNA-Bereich flankierenden Vorwérts- und Rickwaérts-
primer, eine hitzebestandige DNA-Polymerase sowie Wasser und einen Puffer,

um das optimale pH-Milieu fur das Enzym zu schaffen.
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Zu den 9 ul Stammldsung pro 0,5 ml-Tube wurde anschliefRend aul¥erhalb der
Clean Bench zugig jeweils 1 ul DNA hinzupipettiert. Um ein Verdunsten der
Flissigkeit zu vermeiden, wurde die Losung jeweils mit einer geringen Menge
PCR-OI uberschichtet. Die PCR erfolgte Uber 162 Minuten bei 60 °C
(entspricht PCR-Programm 3). Die Proben wurden bel 4 °C im Kuhlraum
aufbewahrt. Eine Optimierung der Zusammensetzung der Stammldsung oder

der Temperatur bel der PCR war nicht erforderlich.

4.3 Herstellung der Negativ-Kontrolle

Zur Kontrolle einer Kontamination der Stammldsung durch Fremd-DNA,
wurde eine Negativ-Kontrolle hergestellt, indem bel einer Probe pro Ansatz
einer Stammldsung zu den 9 pl Stammlosung statt 1 pl Patienten-DNA 1 pl
Wasser fur Chromatographie hinzupipettiert wurde. Die Lésung wurde
ebenfalls mit PCR-Ol tiberschichtet und die PCR erfolgte dann ebenso wie mit
den anderen Proben, nur dal3 sich in der Negativ-Kontrolle spédter keine DNA
nachweisen lassen sollte.

4.4 Herstellung der Positiv-Kontrolle von PPARY

Stamml 6sung zur Herstellung der Positiv-Kontrolle von PPARY

42,42 ul Wasser fur Chromatographie
6 ul 10x buffer
24 MgCl,
12 u  dNTP
24 ul vy 7 Primer
24 ul v 8 Primer
0,18 ul Tag DNA Polymerase
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an Clean Bench in Tube pipettiert, nach Zugabe des Enzyms gut gemischt. Der
Ansatz gilt fur die Herstellung von 60 ul der Positiv-Kontrolle fir PPARY, die

dann fir die Kontrolle mehrerer PCR-V ersuche genutzt werden konnte.

Die Positiv-Kontrolle von PPARYy diente dem Nachweis der Anwesenheit und
der Funktionsfahigkeit der beim Restriktionsverdau verwendeten Restriktions-
endonuklease.

Die an der Clean Bench pipettierten 57 ul Stamml6sung fur die Positiv-Kon-
trolle wurden dort zur Vermeidung einer Kontamination auf drei Tubes aufge-
teilt. Zu den nun 19 ul Stammlésung pro Tube wurde aufl3erhalb der Clean
Bench jeweils 1 ul einer Test-DNA hinzupipettiert.

Um ein Verdunsten der Losung zu vermeiden, wurden die Proben mit PCR-Ol
uberschichtet.

Die Test-DNA enthdlt eine Schnittstelle fur die im Verdau verwendete
Restriktionsendonuklease, so dass hiermit eine Kontrolle des Enzyms ermdg-
licht wurde.

Die Amplifikation der die Schnittstelle enthaltenden DNA-Region erfolgte
Uber 157 Minuten bei 65 °C (entspricht PCR-Programm 5).

Zur Uberpriifung, ob die PCR erfolgreich verlief, damit die Positiv-Kontrolle
eingesetzt werden kann, wurde probeweise ein Verdau durchgefhrt:

Es wurden hierzu drei Tubes mit jeweils 8 ul Stammlosung fur den Restrik-
tionsverdau vorbereitet.

In drel weitere Tubes wurde der Ansatz der Stammldsung fur den Verdau
allerdings ohne das Enzym pipettiert.

Anstelle der Restriktionsendonuklease wurde die entsprechende Menge an
Aqua dest. hinzugegeben, so dass auch diese Tubes 8 ul Lésung enthielten.

In alle sechs Tubes wurden nun jeweils 2 ul der Positiv-Kontrolle pipettiert, die
Proben inkubierten dann fir 12 Stunden bei 37 °C.

Ergab die anschlieffende Elektrophorese auf einem 10 % Polyacrylamid 1x
TBE-Minigel dann fur die Proben mit Enzym ein positives, fir die Proben
ohne Enzym ein negatives Ergebnis, konnte von einer erfolgreichen PCR aus-
gegangen werden, die Positiv-Kontrolle konnte somit eingesetzt werden.

Die Proben wurden bei 4 °C im Kihlraum aufbewahrt.



45 Restriktionsverdau

Stamml6sunq fur den Restriktionsverdau

1 ul 10x buffer

0,1 ul BSA

05 u Restriktionsendonuklease Hind Il

64 ul Aqua dest.
wurden zusammenpipettiert. Dieser Ansatz gilt fir eine Probe; die angegebe-
nen Mengen wurden je nach Bedarf fir beispielsweise 10 Proben mit dem
Faktor 10, fir 20 Proben mit dem Faktor 20 multipliziert.
Eine Optimierung der Zusammensetzung der Stammldsung war nicht erforder-
lich.
Durch den Restriktionsverdau mit Hind Il kann eine Prol15GIn-Mutation
nachgewiesen werden, da durch die veranderte Sequenz der mutierten DNA-

Region eine Schnittstelle fur diese Restriktionsendonuklease entsteht.

Erkennungssequenz und Schnittstelle 5 GTﬂgAC 3
der Hind Il Restriktionsendonuklease 3'CA TG5H

5'...ctgaaactctgtgagattgctgtgttctctaggacttaacttcacagctagtctatttttcctttcag/ AAATG

Vorwartsprimer Exon 1
ACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACCAACTTTGGGA
Hind 11

TCAGCTCCGTGGATCTCTCCGTAATGGAAGACCACTCCCACTCCTTT

GATATCAAGCCCTTCACTACTGTTGACTTCT -3
RUckwartsprimer

Nach dem Pipettieren der Stammldsung wurden zu den 8 ul Stammlésung pro
Tube jeweils 2 ul des PCR-Produktes der DNA aus dem Patientenkollektiv
hinzupipettiert.

Zur Kontrolle der Anwesenheit und der Funktionsfahigkeit des Enzyms
wurden bel einer Probe zu den 8 ul Stammlésung 2 ul der Positiv-Kontrolle fur
PPARy pipettiert.

Die Proben inkubierten 12 Stunden lang bei 37 °C.
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4.6 Elektrophoreseund Farbung

Die Elektrophorese diente dem Nachweis der Pro115GIn-Mutation, sofern sie
vorhanden ist; auRerdem lieferte sie das Ergebnis der Positiv- und Negativ-
Kontrollen.

Zur Elektrophorese wurden jeweils 4 ul der Proben aus dem Restriktions-
verdau mit 2 ul Loading buffer vermischt, so dal3 insgesamt 6 ul pro Gel-
Tasche aufgetragen wurden.

17 Taschen eines 10 % Polyacrylamid 1x TBE-Minigels enthielten Proben aus
dem Verdau, auRerdem wurden 5 pl eines 1 Kb DNA-Markers in eine weitere
Tasche aufgetragen.

Von den beiden tbrigen Taschen enthielt eine 4 ul der Positiv-Kontrolle mit
2 ul Loading buffer, die andere entsprechend 4 ul der Negativ-Kontrolle mit
ebenfalls 2 ul Loading buffer.

Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA in einem Elektrophoresepuffer aus 1x
TBE Uber 20 Minuten bei Raumtemperatur.

Die Gele wurden wahrend 2 Minuten in Ethidium-Bromidl6sung geféarbt und
anschlief3end unter UV-Licht betrachtet und fotografiert.

4.7 Kontrolleder Methoden durch Einsatz des Klons der
Prol115GIn-Mutation

Zur Kontrolle der angewandten Methoden wurde die PCR und der Restrik-
tionsverdau mit einem Klon der Pro115GIn-Mutation durchgefhrt.

Der Klon der Mutation wurde von Ristow et al. hergestellt und Dr. Ristow
stellte ihn uns freundlicherweise zur Verfligung.

Die PCR und der Restriktionsverdau erfolgten nach den gleichen Methoden
wie mit den Proben der Patientenkollektive.
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Zur Elektrophorese wurden die Proben auf ein 10 % Polyacrylamid 1x TBE-
Minigel folgendermal3en aufgetragen:

Spur 3: DNA B73

Spur 4: DNA B74

Spur 6: 1 Kb DNA Marker
Spur 7: 2ul  Loading buffer

4ul  PCR-Produkt der Mutation

Spur 8: 2ul  Loading buffer
4ul  Verdau-Produkt der Mutation

Spur 9: 2ul  Loading buffer
2ul  PCR-Produkt der Mutation
2ul  Verdau-Produkt der Mutation

Spur 10: 2ul  Loading buffer
4ul  PCR-Produkt des Wildtyps

Spur 11: 2ul  Loading buffer
4ul  Verdau-Produkt des Wildtyps

Spur 12: 2ul  Loading buffer
2ul  PCR-Produkt der Mutation
2ul  Verdau-Produkt des Wildtyps

Spur 14: Positiv-Kontrolle

Die Mischung von PCR-Produkt und Verdau-Produkt dient der deutlicheren
Unterscheidung zwischen der Bande des Restriktionsfragments der Mutation
und der Bande der ungeschnittenen DNA.

Die Anordnung der Banden dieser Mischung aus PCR-Produkt und Verdau-
Produkt auf dem Gel entspricht dadurch dem Bild der Bandenverteilung wie es
bei einem heterozygoten Tréger der Mutation zu erwarten ist.

AulRerdem wurden zum Vergleich noch zwei Verdau-Produkte des Patienten-
kollektivs aufgetragen.

Die Elektrophorese lief ebenso wie bei den Proben des Patientenkollektivs bei
30 mA Uber 20 Minuten in einem Elektrophoresepuffer aus 1XTBE, das Gel
wurde ebenfalls 2 Minuten lang mit Ethidium-Bromid geféarbt.

Die Fotografie erfolgte unter UV-Licht.
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5 ERGEBNISSE

Das nach der Haufigkeit der Pro115GIn-Mutation untersuchte Patientenkollek-
tiv war aufgrund der Arbeit von Ristow et al. ausgewahlt worden. Nach seinen
Beobachtungen wiesen die vier Tréger der Mutation einen BMI zwischen 37,9
und 47,3 auf und drei von ihnen waren an Typ |l-Diabetes erkrankt.

Fur die vorliegende Arbeit wurde daher ein Patientenkollektiv aus 220 extrem
adiposen Probanden mit einem BMI zwischen 35 und 82 ausgewahlt, von
denen 38 einen Typ lI-Diabetes aufwiesen. Des weiteren wurde eine Gruppe
von 96 Diabetikern untersucht, da bei der Arbeit von Ristow et al. drei der vier
Probanden mit der Pro115GIn-Mutation an Typ Il-Diabetes erkrankt waren.
Als Kontrolle wurden schliefdich 199 gesunde Probanden auf das
Vorhandensein der Mutation untersucht.

Die Untersuchungen wurden den von Ristow et al. beschriebenen Methoden
entsprechend durchgefihrt und sind in Abschnitt 3 der vorliegenden Arbeit
ndher ausgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Pro115GIn-Mutation weder bei den 220

Probanden mit extremer Adipositas, bei den 96 Probanden mit Typ II-Diabetes

mellitus noch bei dem Kontrollkollektiv. von 199 gesunden Probanden

nachgewiesen werden. Entscheidend war das Ergebnis der Uberpriifung der
Methoden durch Einsatz des Klons der Pro115GIn-Mutation, den Dr. Ristow

freundlicherweise zur Verfigung stellte, da mit dessen Hilfe sich

Materialfehler sowie eine nachldssige oder fehlerhafte Durchfiihrung der
M ethoden ausschlief3en liel3en. Somit steht das Ergebnis dieser Arbeit dem der
Studie von Ristow et al. entgegen.

Die folgenden Abbildungen entstanden durch Fotografie der mit Ethidium-
Bromid geférbten Polyacrylamid-Gele unter UV-Licht zur Darstellung der
Banden. Die auf den Laufspuren der Probanden-DNA sichtbaren einfachen
Banden bestehen aus den mittels PCR vervielféltigen DNA-Sequenzen, die
aufgrund ihrer GroRRenlbereinstimmung wahrend der Elektrophorese die
gleiche Strecke zurticklegen. Das DNA-Fragment wird, sofern die Mutation

vorliegt, wahrend des Verdaus von der Restriktionsendonuklease in zwel Telle
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geschnitten, die wahrend der Elektrophorese wegen ihrer nun geringeren Grolie
weiter auf dem Gel wandern und sich so von den Banden der ungeschnittenen
DNA abgrenzen lassen. Bei einem heterozygoten Tréager der Proll5GIn-
Mutation wére eine Doppelbande sichtbar, ganz so wie sich das Bandenmuster
der Positiv-Kontrolle darstellt, da sich die geschnittenen und die
ungeschnittenen Fragmente durch die Elektrophorese auftrennen.

Die zur Kontrolle einer Kontamination der Stammlésung durch Fremd-DNA
eingesetzte Negativ-Kontrolle ist bei den folgenden Bildbeispielen nur in
Abbildung 11 vorhanden, weil die Stammlosung meist fur mehr Proben
angesetzt wurde als Taschen in einem Gel vorhanden sind. Da die Negativ-
Kontrolle fir den gesamten Ansatz einer Stammldsung aussagekraftig ist, ist
die jeweils einmalige Auftragung auf das Elektrophorese-Gel fir die gesamten,
mit diesem Ansatz hergestellten PCR-Produkte ausreichend und ist daher nicht
auf allen Abbildungen vorhanden.

5.1 Ergebnis der Uberprifung der Methoden durch Einsatz
desKlonsder Prol15GIn-Mutation

Zur Kontrolle der Methoden wurden die PCR und der anschlief3ende
Restriktionsverdau mit der Wildtyp-DNA und dem Klon der Pro115GIn-Muta-
tion aus der Arbeit von Ristow et al. durchgefihrt (s. 4.6). Anhand des
Ergebnisses lief¥en sich Materiafehler und eine nachlassige oder fehlerhafte
Durchfihrung der Methoden ausschlief3en. Das Verdau-Produkt der Mutation
war auf dem Polyacrylamidgel deutlich vom Verdau-Produkt des Wildtyps
abzugrenzen.
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Ergebnis der Uberprifung der Methoden

Darstellung der zur Kontrolle verwendeten Proben auf einem 10% Polyacrylamid-Gel 1xTBE

nach Elektrophorese und Férbung mit Ethidium-Bromid.

123 4567 8 910111213 141516 17181920

Abbildung 17
Spur 3: DNA B73
Spur 4: DNA B74
Spur 6: 1 Kb DNA Marker
Spur 7: PCR-Produkt der Mutation
Spur 8: Verdau-Produkt der Mutation
Spur 9: PCR-Produkt der Mutation + Verdau-Produkt der Mutation
Spur 10: PCR-Produkt des Wildtyps
Spur 11: Verdau-Produkt des Wildtyps
Spur 12: PCR-Produkt der Mutation + V erdau-Produkt des Wildtyps
Spur 14: Positiv-Kontrolle

Die Mischung von PCR-Produkt und Verdau-Produkt diente einer
Verdeutlichung der Abgrenzung zwischen den beiden Banden, die bel
Vorhandensein der Mutation sichtbar sind (Spur 9). Auf Spur 3 und Spur 4
wurden zum Vergleich und zur Kontrolle Proben aus der Gruppe der gesunden
Blutspender erneut aufgetragen, um sicher zu gehen, dass PCR und

Restriktionsverdau regelrecht verlaufen waren.
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5.2 Resultat des Mutationsnachweises be  adiptsen

Probanden

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Untersuchung an 220 extrem adipdsen
Patienten mit einem durchschnittlichen BMI von 51 (bei Einzelwerten
zwischen 35 und 82) durchgefihrt. Unter diesen 178 Frauen und 42 Méannern
befanden sich 38 Diabetiker.

Die Proll5GIn-Mutation konnte bei keinem dieser 220 Probanden

nachgewiesen werden.

Bildbeispiel fir das Resultat beim Nachweis der Pro115GIn-Mutation bei Probanden mit

extremer Adipositas

Darstellung der mittels PCR vervielfaltigten DNA-Sequenzen (F1-F18) nach
Restriktionsverdau mit der Hind 11 Restriktionsendonuklease auf einem 10% Polyacrylamid-
Gel 1XTBE nach Elektrophorese und Farbung mit Ethidium-Bromid.

12 34567 89101112 13141516 17181920

Abbildung 18
Spur 1: 1 Kb DNA Marker
Spur 2-19: DNA F1-F18
Spur 20: Positiv-Kontrolle
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5.3 Resaultat des M utationsnachweises bei Probanden mit
Diabetes mellitus Typ |1

Dabei den Untersuchungen von Ristow et al. drei der vier Trager der Mutation
an Diabetes erkrankt waren, wurde fur die vorliegende Arbeit ein weiteres
Patientenkollektiv von 96 Diabetikern nach der Pro115GIn-Mutation Gberpriift.
Es handelte sich um 57 Manner und 39 Frauen mit einem durchschnittlichen
BMI von 28 (bei Einzelwerten zwischen 19 und 71). Unter diesen 96

Per sonen befand sich kein Trager der Prol15GIn Mutation.

Bildbeispiel fir das Resultat beim Nachweis der Pro115GIn-M utation bei Probanden mit
Diabetes mellitus

Darstellung der mittels PCR vervielfatigten DNA-Sequenzen (D810-821, D823, D828-829,
D841-842) nach Restriktionsverdau mit der Hind 11 Restriktionsendonukl ease auf einem 10%
Polyacrylamid-Gel 1xTBE nach Elektrophorese und Farbung mit Ethidium-Bromid.

1 2345 678 9 1011121314151617 18 19 20

Abbildung 19
Spur 1: Negativ-Kontrolle
Spur 2: Positiv-Kontrolle
Spur 3-19: DNA D810-821, D823, D828-829, D841-842
Spur 20: 1 Kb DNA Marker
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54 Resultat des Mutationsnachweisesbei der Kontrollgruppe

aus gesunden Probanden

Schliefdich wurden die Untersuchungen nach der Mutation bel einer Kontroll-
gruppe von 199 gesunden Personen durchgefiihrt.
Die Prol15GIn-Mutation konnte bei keiner dieser Personen nachgewiesen

werden.

Bildbeispiel fir das Resultat beim Nachweis der Pro115GIn-Mutation bei gesunden Probanden
(Kontrollgruppe)

Darstellung der mittels PCR vervielféltigten DNA-Sequenzen (B146-163) nach
Restriktionsverdau mit der Hind 11 Restriktionsendonuklease auf einem 10% Polyacrylamid-
Gel 1XTBE nach Elektrophorese und Farbung mit Ethidium-Bromid.

123 456 78 9101112 1314 1516 171819 20

Abbildung 20
Spur 1: Positiv-Kontrolle
Spur 2-14: DNA B151-163
Spur 15: 1 Kb DNA Marker

Spur 16-20: DNA B146-150
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5.5 Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse

Vorkommen der Pro115GIn-Mutation auf dem PPAR2-Gen bei stark adipdsen Patiente,

Anzahl der Patienten mit Mutation/Anzahl der Patienten ohne M utation

Diabetikern und einer gesunden Kontrollgruppe:

Patienten mit Typ Il-
Adipositas Diabetiker Kontroll- gesamt
(278w, 42 m) | (57 m,39 w) gruppe
@BMI: 51 “BMI: 28
Typ lI-
Diabetiker 0/38 0/96 0/0 0/134
Patienten
ohne Diabetes 0/182 0/0 0/199 0/381
gesamt 0/220 0/96 0/199 0/515
Tabelle4

Alle 515 Probanden sind demnach Prol115Pro Wildtypen.




6 DISKUSSION

Die Untersuchung der Inzidenz der Prol15GIn-Mutation zur Einschétzung
ihrer Relevanz bel der Entstehung einer extremen Adipositas und
maoglicherweise auch eines Typ I1-Diabetes bei Deutschen ergab bei allen 515
Probanden kein Auftreten der Mutation, alle waren Pro115Pro Wildtypen.

Dieses Resultat der vorliegenden Arbeit steht nun dem Ergebnis der Studie von
Ristow et al. entgegen, die eine hohe Inzidenz der Proll5GIn-Mutation

nachwiesen.

Ubersicht der Ergebnisse von Ristow et al. aus der 1998 im New England Journal of Medicine
veroffentlichten Studie (N Engl J Med 1998; 339:953-9)

Anzahl der Patienten mit Mutation/Anzahl der Patienten ohne Mutation

Patienten mit normalgewichtige
Adipositas Personen gesamt
(61 w, 60 m) (121 m, 120 w)
@BMI: 33,9 ZBMI: 25
Typ Il-
Diabetiker 3/97 0/107 3/186
Patienten ohne
Diabetes 1/42 0/130 1172
gesamt 4/121 0/237 4/358
Tabelle5
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Ubersicht der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Anzahl der Patienten mit Mutation/Anzahl der Patienten ohne M utation

Patienten mit Typ -
Adipositas Diabetiker Kontroll- gesamt
(278w, 42 m) | (57 m,39 w) gruppe
@BMI: 51 OBMI: 28

Typ ll-
Diabetiker 0/38 0/96 0/0 0/134
Patienten
ohne Diabetes 0/182 0/0 0/199 0/381
gesamt 0/220 0/96 0/199 0/515

Tabelle 6

6.1 Mogliche Ursachen fur das Zustandekommen

differierender Ergebnisse

In Anbetracht der Tatsache, dass die Mutation in der Arbeit von Ristow et al.
bei 1,1 % der 358 untersuchten Patienten auftrat, in dieser Arbeit hingegen kein
Tréager der Proll5GIn-Mutation nachgewiesen werden konnte, missen
verschiedene Ursachen dieser Diskrepanz diskutiert werden. Zunéchst kommt
die Mdglichkeit eines Fehlers in der Methodik in Betracht, was jedoch durch
verschiedene Kontrollen ausgeschlossen werden konnte. So wurden die
Versuche der vorliegenden Arbeit dem Vorgehen Ristow et al. entsprechend
durchgefthrt, die mdgliche Ursache, dass aufgrund einer durch Fremd-DNA
verunreinigten PCR-Stammlosung vornehmlich die Fremd-DNA die
Versuchsreihen durchlief, wurde durch die Negativ-Kontrollen, die bei jeder
erneuten Anfertigung einer Stammldsung hergestellt wurden Uberprift. Ein

Ausbleben des Nachweises der Mutation, durch ene fehlende oder
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funktionsunttichtige Restriktionsendonuclease konnte durch den Einsatz der
Positiv-Kontrollen verhindert werden. Schliefdlich wurde der Versuchsablauf
mit dem von Ristow et al. hergestellten Klon der Proll5GIn-Mutation
durchgefihrt, den uns Dr. Ristow freundlicherweise zur Verfligung stellte. Eine
weitere Mdglichkeit, das Ausbleiben der Mutation zu erkléren, wére die
Verwendung falscher Primer zur PCR in der vorliegenden Arbeit, so dass eine
DNA-Region amplifiziert wirde, die das Basenpaar 344 nicht enthielt, doch
auch dies konnte durch den Einsatz des Klons der Mutation aus der Arbeit von
Ristow et al. ausgeschlossen werden, da die unter Verwendung der Primer
amplifizierte DNA-Region die Mutation an Position 115 enthielt und somit
deutlich von den Banden der Wildtyp-DNA abzugrenzen war. Ebenfalls durch
diese Kontrolle konnte ausgeschlossen werden, dass die Pro115GIn-Mutation
aufgrund der gleichen Grof3e beider Restriktionsfragmente Ubersehen wurde,
da in diesem Fall ist eine Auftrennung durch die Gelelektrophorese nicht
maoglich ist. Es kann daher von einem regelrechten Versuchsablauf bel dieser

Studie ausgegangen werden.

Bei einem Vergleich der Zahlenverhdlitnisse in den Probandenkollektiven
beider Studien kénnte man die Annahme &uf3ern, dass die Pro115GIn-Mutation
den Nachforschungen der vorliegenden Arbeit entgangen ist, da zwar eine
grolere Anzahl von Probanden getestet wurde (515 Probanden) als in der
Studie von Ristow et al. (358 Probanden), jedoch das Patientenkollektiv mit
dem groften Vorkommen der Mutation bel Ristow et al. in dieser Studie
kleiner ist. Ristow et al. untersuchten 97 Patienten, die sowohl extreme
Adipositas as auch einen Typ lI-Diabetes mellitus aufwiesen, wobel 3 der
Probanden nachweidlich Trager der Pro115GIn-M utation waren.

In der vorliegenden Arbeit hingegen wurden 38 Probanden eines
entsprechenden Patientenkollektivs untersucht und es wére somit den Gesetzen
der Stochastik entsprechend mdglich, dass sich rein zufalig kein Trager der
Mutation unter der geringeren Anzahl an Probanden befand. Doch bel einem
welteren Vergleich der KollektivgrofRen bei beiden Studien verliert die obige
Uberlegung an Bedeutung. So konnten Ristow et al. auch in einer Gruppe von
42 extrem adipdsen Probanden ohne Typ II-Diabetes mellitus einen Tréger der

Mutation auffinden. Ein entsprechendes Kollektiv aus 182 Probanden wurde
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nun auch fir die vorliegende Studie untersucht, ohne dass die Mutation

nachwei shar war.

Insgesamt ist somit das Patientenkollektiv bel dem die Mutation zu erwarten ist
(extrem adipdse Probanden mit bzw. ohne Typ IlI-Diabetes) bei dieser Arbeit
mit 220 Probanden wesentlich grof3er als in der Studie von Ristow et al., die
121 entsprechende Probanden untersuchten von denen 4 Trager der
Pro115GIn-Mutation sind. Zudem konnte die Mutation auch bei den fir die
vorliegende Studie rekrutierten 96 Diabetes-Patienten nicht festgestellt werden.
Bel diesen Zahlenverhéltnissen ist die Moglichkeit, dass die Mutation in dieser
Arbeit aus Zufall nicht nachzuweisen war, angesichts der hohen Pravalenz der
Mutation in der Studie von Ristow et al. al's sehr gering einzustufen.

Am wahrscheinlichsten ist die Mdglichkeit, dass die Patienten der Studie von
Ristow et al. zum Teil miteinander verwandt sind und dies der Grund fur die
erhohte Inzidenz der Mutation ist, denn da sich die Patientenrekrutierung fir
die Arbeit von Ristow et al. auf die Stadte Koln und Bochum beschrénkte, ist
eine nicht bekannte verwandtschaftliche Beziehung zwischen den Patienten
nicht auszuschlief3en.

Fur die vorliegende Arbeit waren zwei Einzugsgebiete (Dinslaken/Nordrhein-
Westfalen und Hamburg) zur Patientenrekrutierung verfigbar und somit ist ein
lokalspezifisches Fehlen der Mutation unwahrscheinlich. Um dies zu
Uberprifen, bietet sich eine Untersuchung der Inzidenz der Proll5GIn-

Mutation bel Patienten aus weiteren Regionen an.

6.2 Folgerungen, diesich aus den Ergebnissen ableiten lassen

In der vorliegenden Arbeit konnte die Prol15GIn-Mutation weder bei 220
extrem adiptsen Probanden, die zum Teil zusétzlich einen Typ II-Diabetes
mellitus aufwiesen, noch bel 96 Diabetes-Patienten nachgewiesen werden. Es
ist somit unwahrscheinlich, dass die Pro115GIn-Mutation im PPARy-Gen einen
mit Adipositas oder Typ II-Diabetes mellitus assoziierten genetischen

Polymorphismus bei Deutschen darstellt.
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Die Mutation spielt zwar sicherlich als ein genetischer Faktor in der
Adipositas-Entstehung eine Rolle, ihr ist aber angesichts des Ergebnisses dieser
Arbeit keine so grofe Relevanz einzuréaumen, wie es bel einer, den Resultaten
der Studie Ristow et al. entsprechenden Prévalenz der Fall wére.

Das Vorkommen der Prol15GIn-Mutation ist somit zu gering, um damit eine
bei einem Grofdteil der Adipositasfalle vorherrschenden Ursache der
Entwicklung einer Fettsucht zu erfassen. Es bietet sich daher an, der Forschung
nach Faktoren mit einem hoéheren Vorkommen Prioritét einzurdumen, so dass
mit ihrer Beeinflussung eine Therapiemdglichkeit geschaffen werden konnte,
die dann bei einem grof3eren Patientenkollektiv einsetzbar wére (s. auch Evans
et al., Variation in the gene for human peroxisome proliferator activated
receptor gamma (PPARgamma) does not play a major role in the devel opment
of morbid obesity; Int J Obes Relat Metab Disord 24:647-651, 2000).

6.3 Bedeutung der Ergebnisseim Rahmen nachfolgender
Studien

Im Juli 2002 verdffentlichten Hamer et al. das Ergebnis einer Studie, bel der
auch Herr Dr. Ristow mitarbeitete und in der im Rahmen einer bundesweiten
epidemiologischen Feldstudie in Deutschland die DNA von Probanden mit
einem BMI (ber 35 kg/m® auf das Vorkommen der Prol15GIn-Mutation
untersucht wurde. Es konnte weder ein homozygoter noch ein heterozygoter
Tréger der Mutation nachgewiesen werden, so dass auch hieraus geschlossen
wurde, dass der Pro115GIn-Polymorphismus auf dem Gen von PPARj)Z keine
epidemiologische Relevanz bezlglich des Auftretens einer extremen
Adipositas in Deutschland hat [27]. Somit konnte mit dieser Studie das
Ergebnis der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.

Auch in einer 2001 verdffentlichten Studie fand sich unter 359 Mannern und
Frauen, die eine Adipositas unterschiedlichen Schweregrades und teilweise
auch einen Typ Il Diabetes mellitus aufwiesen, kein Trager der Prol15GIn-

Mutation, so schloss man ebenfalls eine mal3gebliche Beteiligung dieser
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Mutation an der Pathogenese der Fettsucht und des Typ Il Diabetes mellitus
aus[58].

Im Jahr 2000 wurde das Vorhandensein der Prol15GIn-Mutation in einer
Population von 280 adipdsen Taiwanesen mit einem Typ Il Diabetes mellitus
und 310 adipdsen taiwanesischen Probanden ohne einen Diabetes mellitus
ausgeschlossen [38].

Der Zusammenhang der Prol15GIn-Mutation mit juveniler Adipositas sollte
1999 anhand ener Studie mit 1621 mannlichen danischen Probanden
dargestellt werden, von denen 752 einen BMI von mindestens 31 kg/m?
aufwiesen und 896 als normalgewichtige Kontrollgruppe fungierten. Doch die
Prol115GIn-Mutation konnte bei keinem dieser Probanden nachgewiesen
werden, so dass keine Assoziation dieser Variante mit juveniler Adipositas
postuliert werden konnte [20].

Diese Beispiele stitzen das Resultat der vorliegenden Arbeit ebenfalls,
Studien, die durch den Nachweis der Proll5GIn-Mutation neue Aspekte

aufbringen wirden, stehen bislang noch aus.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wird die Inzidenz der Pro115GIn-Mutation auf dem
Gen des in Fettstoffwechsel und Adipozyten-Differenzierung involvierten
Transkriptionsfaktors PPARj2 untersucht.

Ristow et al. beschrieben diese Mutation in ihrer Arbeit, die im Oktober 1998
im New England Journal of Medicine veréffentlicht wurde. Sie fanden die
Pro115GIn-Mutation bel vier von 121 stark adiptsen Patienten, drel der Trager
der Mutation waren Diabetiker. Das hohe Vorkommen der Mutation fuhrte zu
der Vermutung, dass sie eine wichtige genetische Ursache fur Adipositas und
vielleicht auch fur Typ I1-Diabetes, zumindest bei Deutschen, sein kénnte, was
den Hintergrund der vorliegenden Arbeit bot. Somit bestand das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte Patientenkollekiv aus extrem adipdsen Personen, die
zum Teil an Diabetes mellitus erkrankt waren. Die Untersuchung der
Patienten-DNA erfolgte mit Hilfe der PCR und des Restriktionsverdaus durch
eine spezifische Restriktionsendonuklease, wobel die Methoden den von
Ristow et al. angewendeten Verfahren entsprachen. Kontamination, Aktivitét
des Enzymes, richtige Restriktionsschnittstelle und Pipettierfehler wurden durch
den Einsatz verschiedener Kontrollen Uberprift. Trotz des fur das Auffinden
der Prol15GIn-Mutation geeigneten Patientenkollektivs, konnte die Mutation
im Rahmen dieser Arbeit bel keinem Patienten nachgewiesen werden.
Zusatzlich  wurden noch ene Gruppe von Diabetikern und ein
Kontrollkollektiv aus gesunden Personen untersucht, doch auch unter diesen
befand sich kein Trager der Mutation.

Diesen Ergebnissen zufolge ist es unwahrscheinlich, da3 es sich bei der

Pro115GIn-Mutation auf dem Gen fur PPAR32 um einen mit Adipositas und

Diabetes assoziierten Polymorphismus bel Deutschen handelt.

Das hohe Vorkommen dieser Mutation in der Arbeit von Ristow et al. ist mog-
licherweise die Folge des auf die St&dte KoIn und Bochum beschrankten
Bereichs, aus dem die Patienten rekrutiert wurden.
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