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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Adipositas stellt sowohl fiir die Betroffenen als auch fir die Gesellschaft ein wichtiges und
zugleich zunehmendes Problem dar. Nachweislich hat die Entwicklung von Adipositas eine
starke genetische Komponente. Uber die Rolle einzelner Genorte ist bisher aber wenig

bekannt.

Eine Reihe von Vorbefunden deuten darauf hin, dass sowohl das INSIG2-Gen (Insulin
Induced Gene 2) als auch das ADRB3-Gen (3;-Adrenorezeptor-Gen), deren Genprodukte
funktionell in den Fettstoffwechsel eingebunden sind, potentielle Kandidatengene fir die
Entstehung der humanen Adipositas darstellen. Zusétzlich zeigt sich, dass die
Adipositasentstehung aufgrund genetischer Anomalien bis auf wenige Ausnahmen auf einem
polygenen Mutationsgeschehen beruht.

Im Rahmen der vorliegenden Studie soll deshalb an einem adipdsen Patientenkollektiv
untersucht werden, ob eine Assoziation zwischen einem erhdhten Body Mass Index,
laborchemisch erhohten Werten des Fett- sowie Glukosestoffwechsels und der alleinigen
sowie kombinierten Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen besteht.
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2 Einleitung

2.1 Adipositas

2.1.1 Definition und Klassifikation

Adipositas ist definiert als eine Erhohung des Korpergewichts durch eine Uber das
Normalmal} hinausgehende Vermehrung des Korperfettanteils.[1] Zur Klassifikation der
Adipositas gibt es verschiedene Messmethoden. Lange Zeit wurde der vom Franzosen Paul
Broca (1824-1880) durch den Satz ,,Der Mensch sollte etwa soviel Kilogramm Kérpergewicht
auf die Waage bringen wie er Zentimeter iiber einen Meter grof3 ist™ [2] gepragte Broca-Index

verwendet. Er errechnet sich nach der Formel:
Normalgewicht (in kg) = Korperlange (in cm) minus 100.

Der Broca-Index ist heutzutage weniger gebrdauchlich, da kleine Menschen, Manner und
Altere zu streng, die Jungeren, Frauen und lange Personen dagegen etwas zu giinstig
behandelt werden. Stattdessen hat sich der vom Belgier Lambert Adolphe Jaques Quetelet
(1796-1874) beschriebene Body-Mass-Index (BMI) international etabliert. Er wird mit unten
stehender Formel berechnet:

_ Gewicht (in kg)
~ Korperliange (in m)?2

BMI

Der BMI korreliert mit der Fettmasse zu 95% und gilt als das beste indirekte MaR flr die
Korperfettmasse. Ein Problem des BMI ist allerdings, dass er auch durch die Muskelmasse
beeinflusst wird und somit Personen mit einer grofen Muskelmasse (z.B. Bodybuilder)
falschlicherweise als (bergewichtig eingeschatzt werden konnten. Basierend auf dem
errechneten BMI hat die Weltgesundheitsorganisation (WHO = World Health Organisation)
1998 eine Klassifikation von Adipositas und Ubergewicht eingefiihrt. Unter einem Wert von
18,5 kg/m? spricht man von Untergewicht. Ein Wert zwischen 25 kg/m2 und 29,9 kg/m?2 wird
als Ubergewicht bezeichnet. Die Adipositas beginnt ab einem Wert von 30 kg/m2 und ist noch
einmal in drei Grade unterteilt. (Tabelle 1) [1][2]

11
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Tabelle 1: Klassifizierung des Body-Mass-Index [3]

Normalgewicht 185-249
Ubergewicht 25,0 -29,9
Adipositas Grad | 30,0-34,9
Adipositas Grad |1 35,0-39,9
Adipositas Grad 111 >40

Generell werden zwei Fettverteilungsmuster unterschieden, denen ein unterschiedlich hohes
Risiko fur Begleit- und Folgeerkrankungen zugeschrieben wird: Der androide (abdominale)
Typ, der wegen seines Verteilungsmusters auch als ,,Apfelform* bezeichnet wird, hat eine
ungunstigere Prognose in Bezug auf Folgeerkrankungen als der gynoide (gluteo-femorale)
Typ, der wegen seines Verteilungsmusters auch als ,,Birnenform® bezeichnet wird.
(Abbildung 1) Die Definition einer abdominalen (androiden) Adipositas ist in der Literatur
nicht einheitlich. Die International Diabetes Federation (IDF) spricht ab einem Taillenumfang
von >80 cm bei Frauen und >94 cm bei Méannern von abdominaler Adipositas, wéhrend die
WHO (World Human Organisation) einen Taillenumfang von >88 cm bei Frauen und >102
cm bei Mannern fir die Definition der abdominalen Adipositas fordert. [4] Auch ein Taillen-
Huft-Verhaltnis (Waist-hip ratio: WHR) von >1 bei Ménnern und >0,85 bei Frauen wird als

abdominale Adipositas bezeichnet.

abdominal gluteal-
femoral

Abbildung 1: Abdominaler und gluteo-femoraler Fettverteilungstyp [5]

2.1.2 Epidemiologie

In den letzten Jahren hat die Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas weltweit stark

zugenommen. Deutschland bildet dabei keine Ausnahme. [6]

12
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Etwa eine Milliarde Menschen sind weltweit tbergewichtig, etwa 300 Millionen Menschen
adipds. Der Anteil von Ubergewichtigen bzw. adipdsen Menschen ist heute weltweit groRer
als der Anteil untergewichtiger Menschen. Seit 1985 ist die Anzahl adiposer Menschen in
Deutschland um ca. 6% angestiegen, wobei sich die Anzahl der Menschen mit einer
Adipositas Grad 11l mehr als verdoppelt hat. Es leben schatzungsweise ca. eine Millionen

Menschen mit einem Korpergewicht von mehr als 120 kg in Deutschland. [7]

Derzeit sind in der Bundesrepublik etwa 60% der erwachsenen Bevolkerung ibergewichtig

oder adipds. Davon sind etwa 70% Ménner und 50% Frauen. [6]

Tabelle 2 stellt die BMI-Verteilung im Jahre 2003 unterteilt nach Geschlecht und Alter dar.
Danach sind etwa 17% der Manner und 20% der Frauen adipds. Fast die Hélfte der
mannlichen und ein Drittel der weiblichen Bevolkerung hat Ubergewicht. Dabei nimmt das
durchschnittliche Kdrpergewicht laut Daten des telefonischen Gesundheitssurveys von 2003
(GSTel03) mit steigendem Alter deutlich zu, im hohen Alter wird es dann wieder geringer.
Etwa 5% der 18 — 29 jahrigen Frauen haben einen BMI unter 18,5 kg/m? und gelten somit als

untergewichtig.[1][7]

Tabelle 2: BMI nach WHO-KIassen (in %); telefonischer Gesundheitssurvey 2003 (GSTel03) [6]

Manner

18-29 0,8 66,6 28,9 3,7
30-44 0,1 36,5 48,0 155
45 - 64 0,2 20,4 55,6 23,9
>65 0,0 17,0 60,5 22,5
Gesamt 0,2 33,3 49,2 17,3
Frauen

18-29 4,6 75,2 16,2 4,0
30-44 0,4 60,1 28,2 11,3
45 - 64 0,3 331 40,1 26,5
>65 0,4 20,8 47,0 31,8
Gesamt 11 44,9 34,4 19,7

13
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Laut den Daten der Untersuchungs- bzw. Gesundheitssurveys in der Zeit von 1984 bis 2003
hat die Prévalenz fiir Adipositas in den vergangenen 20 Jahren sukzessive zugenommen. Im
Jahre 1984 waren etwa 15,5% der mannlichen Bevolkerung adipos, wahrend es im Jahre 2003
fast 18% waren. Bei den Frauen stieg der durchschnittliche Anteil von Adipdsen in der
Gesellschaft von 17% auf 17,5% an.

Auch die Pravalenz fir Ubergewicht hat zugenommen. Wiahrend im Jahre 1984 etwa die
Hélfte der westdeutschen Blrger ubergewichtig war, waren es 2003 52%. Bei den Frauen

stieg die Pravalenz von Ubergewicht von etwa 32% im Jahr 1984 auf etwa 34% im Jahr 2003.

2.1.3 Atiologie

In der heutigen Zeit ist die Verfligbarkeit fiir fettreiche und hochkalorische Nahrungsmittel
deutlich hoher als noch vor 100 Jahren. Viele Nahrungsmittel wie z.B. Fertiggerichte, das
sogenannte ,,Fast Food“ und auch Getrdnke wie zuckerhaltige Softdrinks oder Alkohol
enthalten pro Gewichtseinheit einen hohen Energiegehalt, was bei ibermaligem Konsum zu
Ubergewicht oder Adipositas fiinren kann. Das Sattigungsgefiihl wird allerdings nicht durch
den Energiegehalt eines Nahrungsmittels bestimmt, sondern durch die aufgenommene
Nahrungsmenge, was zu einer Diskrepanz zwischen Energieaufnahme und Séttigungsgrad
flihren und so in einer bermaRigen Energieaufnahme mit den Folgen von Ubergewicht enden

kann.

Ein weiterer Grund flr die alimentdre Adipositas ist der verminderte Energieverbrauch. Der
Gesamtenergieverbrauch des Menschen setzt sich aus drei Komponenten zusammen: dem
Grundumsatz, der Thermogenese und der Kkorperlichen Aktivitdt. Der Anteil des
Grundumsatzes am Gesamtenergieverbrauch betragt etwa 55-70%. Er ist vom Alter,
Geschlecht, der fettfreien Korpermasse (Muskulatur) und genetischen Voraussetzungen
abhéngig. Der Grundumsatz ist vorwiegend genetisch und Uber die Muskelmasse
determiniert. Er l&sst sich also nur in sehr engen Grenzen bewusst verandern, so zum Beispiel
uber die Zunahme von Muskelmasse. Unter Thermogenese wird der Verbrauch an Energie
durch warmeproduzierende Stimuli verstanden.[8] Ihr Anteil am Gesamtenergieverbrauch
betragt etwa 10% und Il&sst sich kaum beeinflussen. Die dritte Komponente des
Gesamtenergieverbrauchs, die korperliche Aktivitat, unterliegt, im Gegensatz zu den anderen

beiden, einer groRen Variationsbreite.[8]
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Eine weitere Ursache fiir Ubergewicht ist in der genetischen Pradisposition zu sehen. Der
erbliche Anteil an Korpergewicht und Fettmasse wird auf etwa 64-80% geschéatzt. In
Zwillings- und Adoptionsstudien wurde gezeigt, dass der BMI der Kinder und der leiblichen
Eltern starker miteinander korrelierte als der BMI der Kinder und der Adoptiveltern.[9] Eine
Zwillingsstudie ergab, dass bei Uberernahrung die Varianz der Zunahme an Korperfett

zwischen den Paaren etwa 3 mal grof3er war als innerhalb der Zwillingspaare.

Man kann zwischen einem monogenen und einem polygenen Erbgang unterscheiden:
Monogene Formen der Adipositas sind selten und gehen haufig mit anderen Komorbiditéaten
einher. Die Defekte liegen haufig in den Genen, deren Produkte in den Leptin-Melanokortin-
Stoffwechsel eingebunden sind. Weitaus h&ufiger als der monogene ist allerdings der
polygene Erbgang. In den letzten Jahren wurden viele sogenannte Kandidatengene, wie zum
Beispiel das Rs-Adrenozeptor-Gen (ADRB3) und das Insulinaktivierende Gen 2 (INSIG2),
identifiziert, denen in Kombination mit anderen Faktoren adipositasbegtnstigende Wirkungen

zugeschrieben werden.[9]

2.1.4 Komorbiditaten der Adipositas

Das Risiko, Folge- und Begleiterkrankungen zu entwickeln, steigt mit zunehmendem BMI.[1]
Dabei spielt besonders das Fettverteilungsmuster eine entscheidende Rolle. Vor Allem beim
androiden (stammbezogenen) Fettverteilungsmuster ist das Risiko fir die Manifestation von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen erhoht, bei Frauen ist es geh&uft mit einer koronaren

Herzkrankheit und einem Typ 2-Diabetes assoziiert. [4]

2.1.4.1 Arterieller Hypertonus

Arterielle Hypertonie ist definiert als ein wiederholt zu verschiedenen Zeiten gemessener
systolischer Druck tber 140 mmHg und/ oder ein diastolischer Druck tber 90 mmHg.
Optimal sind ein systolischer Druck unter 120 mmHg und ein diastolischer Druck unter 80
mmHg. [10]

Die arterielle Hypertonie ist die hdufigste Begleiterkrankung von Adipositas, wobei mit

zunehmendem Koérpergewicht der systolische und diastolische Blutdruck ansteigen.[4]

2.1.4.2 Diabetes mellitus Typ 2

Etwa 5 — 7 Millionen Menschen leiden in Deutschland an einem Diabetes mellitus Typ 2. Die

Diagnose ist zu stellen, wenn mehrfach ein Nuchternblutzuckerwert von >126 mg/dl oder ein
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Wert von >200 mg/dl zwei Stunden nach einem oralen Glucose-Toleranz-Test (OGTT)

gemessen werden. [10]

Das Risiko an einem Typ 2 Diabetes zu erkranken erhoht sich schon ab einem BMI von 23,0
— 24,9 kg/m2. Ab einem BMI von 30 kg/m? ist das Risiko mindestens um das 30-fache erhoht.
Das Risiko ist bei androider Fettverteilung hoher als bei gynoider und nimmt mit der Dauer

der bestehenden Adipositas zu. [1]

2.1.4.3 Metabolisches Syndrom

Das metabolische Syndrom ist ein Symptomkomplex von kardiovaskuldren Risikofaktoren
bestehend aus androidem Fettverteilungsmuster, Bluthochdruck, Hypertriglyceridamie und
Glukoseintoleranz. Es bewirkt sowohl bei Frauen als auch bei Mannern ein etwa 3-fach
erhdhtes Risiko flr eine Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit und eines Typ 2-
Diabetes.[1],[4]

2.1.4.4 Kardiovaskuléare Erkrankungen

Adipdse haben ein erhohtes Risiko einen Herzinfarkt zu erleiden, dabei steigt das Risiko mit
zunehmendem BMI. Bei einem BMI von 25 — 28,9 kg/m?2 verdoppelt es sich gegenuiber einem
Normalgewichtigen, bei einem BMI Uber 29 kg/m?2 verdreifacht es sich. In Kombination mit
anderen Begleiterkrankungen wie erhohten Blutfettwerten, Bluthochdruck und Diabetes
mellitus potenziert sich das Risiko an einer koronaren Herzerkrankung (KHK) zu erkranken.

Das Risiko einen Schlaganfall zu erleiden ist bei Frauen mit einem BMI >27 kg/m2 um 75%
und bei einem BMI >32 kg/m? um 137% hdéher als bei einem BMI <21 kg/m?2. [1]

2.1.4.5 Krebserkrankungen

Adipositas geht mit einem erhdhten Krebsrisiko einher. Das Risiko fur bdsartige
Neubildungen von Osophagus, Kolon, Rektum, Gallenblase, Pankreas und Nieren ist
geschlechtsneutral und unabhéngig vom Raucherstatus erhoht. Bei Mannern ist zusétzlich das
Risiko fur ein Magen- und Prostatakarzinom, bei Frauen das Risiko von Mamma-

(postmenopausal), Uterus- und Ovarial-Karzinomen erhoht.

Das erhohte Risiko wird vor Allem bei einer abdominalen Adipositas beobachtet. Bei
Mannern mit einem BMI >30 kg/m? ist das Risiko ein Kolonkarzinom zu entwickeln 80%

hoher als bei einem Normalgewichtigen.
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Das relative Risiko an einem Karzinom zu sterben ist bei adipdsen Frauen um ca. 55% und
bei adipdsen Mannern um ca. 35% erhoht. Es wird geschitzt, dass in den USA Ubergewicht
und Adipositas bei Mannern fur 14% und bei Frauen fir 20% der Todesfalle an Krebs

verantwortlich sind. [1][4]
2.2 Kandidatengene

2.2.1 Insulin-Induced Gene 2 (INSIG2)

2.2.1.1 Funktion

Das INSIG2-Gen kodiert flr ein Protein, das an der Regulation des Fettstoffwechsels beteiligt
ist. Das Protein blockiert insulin- und cholesterinabhdngig die Synthese von Fettsduren und
Cholesterin.[9],[11],[12],[13]

Die Cholesterinkonzentration in der Zelle wird lber einen Feedback-Mechanismus streng
reguliert. Diese Steuerung ist durch das Zusammenspiel verschiedener Faktoren
gekennzeichnet und wird tber die Regulation der Transkription von Genen realisiert, die in
die Cholesterinsynthese und —aufnahme involviert sind. Das entscheidende Enzym der
Cholesterinbiosynthese ist die HMG-CoA-Reduktase (3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
CoenzymA-Reduktase). Dieses Enzym wird vor allem auf der Ebene der Transkription
reguliert. Im Gen der HMG-CoA-Reduktase befinden sich in der Promotorregion sogenannte
Sterol-responsive Elemente (SRE’s). An diese SRE’s binden bei Cholesterinmangel oder auch
bei Nahrungskarenz SRE-Bindungsproteine (SREBP’s), die dadurch die Transkription dieser
Gene aktivieren. SREBP’s sind Membranproteine des endoplasmatischen Retikulums, die in
Anwesenheit hoher Konzentrationen von Cholesterin dort festgehalten werden und in dessen
Abwesenheit in den Golgi-Apparat diffundieren, um von dort aus in den Zellkern zu

translozieren, wo sie wie oben beschrieben als Transkriptionsfaktoren wirken.[14]

An das SREBP ist im endoplasmatischen Retikulum das SCAP (SREBP cleavage-activating
protein) gebunden. In Anwesenheit hoher Cholesterin-Konzentrationen bindet Cholesterin an
den SREBP-SCAP-Komplex und es kommt zu einer Konformationsénderung, in deren Folge
die Affinitat des SCAP zu den ebenfalls membrangebundenen insulin induced genes-1 und -2
(INSIG1 bzw. 2) zunimmt und eine Translokation in den Zellkern durch die INSIG-Bindung
verhindert wird. Dadurch werden die Transkriptionsfaktoren (SREBP’s) im
endoplasmatischen Retikulum gehalten und somit die Cholesterinbiosynthese verlangsamt.
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INSIG1 und INSIG2 sind zu 59% identisch. INSIG1 wird vor allem in der Leber produziert,
wo hingegen INSIG2 extrahepatisch und speziell im Fettgewebe in einer hoheren
Konzentration als INSIG1 produziert wird. INSIG1 kann im Gegensatz zu INSIG2 auch ohne
die Anwesenheit von Sterolen den SREBP-SCAP-Komplex im endoplasmatischen Retikulum
zuriickhalten. [15][11]

Die beiden INSIG-Genprodukte reduzierten in einer Studie an Ratten bei Uberexpression die
Lipogenese in der Leber der Tiere. Die Uberexpression reduzierte signifikant das

Vorhandensein einer Fettleber und einer Hypertriglyceriddmie bei den Versuchstieren. [16]

Eine Reduktion der INSIG2-Konzentration im Fettgewebe, wie sie durch eine Mutation 10 kB
oberhalb des INSIG2-Gens ausgeldst werden kdnnte, kdnnte zu einer erhdhten Konzentration
von in den Zellkern translozierenden SREBP-SCAP-Komplexen fiihren, eine steigende
Transkription von in den Fettstoffwechsel eingebundenen Genen bewirken und somit die

Entstehung einer Adipositas begiinstigen. [11]

2.2.1.2 Lokalisation

Die in dieser Doktorarbeit untersuchte Mutation (rs7566605) liegt auf dem Chromosom 2q14
etwa 10 kB (Kilobasen) oberhalb des Transkriptionsstarts des ersten Exons, das fur das
Insulininduzierende Gen 2 (INSIG2) kodiert. Es handelt sich um eine Punktmutation, einem
Austausch der Base Guanin gegen Cytosin. Der betreffende SNP (single nucleotide
polymorphism) liegt also vor dem eigentlichen Gen. INSIG2 ist ein etwa 21,5 kB langes Gen,
dass funktionell in den Fettstoffwechsel eingebunden ist.[9],[11], [12],[13]

Der Wildtyp, also auf beiden Allelen die Purinbase Guanin, liegt bei etwa 455% der
Bevolkerung vor. Etwa 44,4% der Bevolkerung haben auf einem Allel eine Mutation, sie
weisen also einen heterozygoten Genotyp (GC) auf. Bei etwa 10,1% der Bevolkerung ist auf
beiden Chromosomen die Purinbase Guanin gegen die Pyrimidinbase Cytosin ausgetauscht.
[17]

2.2.2 Rz-Adrenorezeptor-Gen (ADRB3)

2.2.2.1 Funktion

Die 3-Rezeptoren wurden im Jahr 1967 nach ihrem Effekt auf Adrenalin und Noradrenalin in
verschiedenen Geweben in ;- und R,-Rezeptoren unterteilt. In einigen Geweben wie zum

Beispiel dem weilien und braunen Fettgewebe sowie dem Verdauungstrakt konnten Effekte
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wie die Lipolyse, Sauerstoffverbrauch und Relaxation der glatten Muskulatur nicht mit der
alleinigen Aktivierung von 8- und 3,-Adrenorezeptoren erklart werden. Die Hypothese, dass
es einen dritten unter anderem fur die Thermogenese im braunen Fettgewebe zustandigen R-
Adrenorezeptor geben misse, konnte im Jahr 1989 durch die Klonierung des Rs-

Adrenorezeptors bewiesen werden.

Die Aminosauresequenz des Rs-Rezeptors ist zu 51% mit dem B;- und zu 46% mit dem 3,-
Adrenorezeptor identisch. 3;-Adrenorezeptoren gehdren wie die anderen Typen der [3-
Rezeptoren zu der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Sie haben 7
Transmembrandomanen mit jeweils 22-28 Aminoséduren, drei intra- und drei extrazellulare
Schleifen. Der N-Terminus des Rezeptors liegt extrazellular und ist glykosyliert. Der
intrazellular liegende C-Terminus weist im Gegensatz zum ;- und B,-Rezeptor keine Domane
zur Phosphorylierung durch die Proteinkinase A oder die B-Adrenorezeptor Kinase auf. [18]
Bindung von Adrenalin oder Noradrenalin an den Rs-Rezeptor fiihrt zu einer Dissoziation des
an den Rezeptor gekoppelten G-Proteins in eine a- und eine Py-Untereinheit. Die a-
Untereinheit bindet dabei GTP (Guanosintriphosphat) und aktiviert dadurch eine
Adenylylcyclase, die aus ATP  (Adenosintriphosphat)  cAMP  (cyclisches
Adenosinmonophosphat) bildet. ;CAMP wiederum aktiviert eine Proteinkinase vom Typ A, die
durch Phosphorylierung die eigentlichen Hormonwirkungen in der Zelle ausldst. Die Reaktion
wird durch Hydrolyse des GTP zu GDP (Guanosindiphosphat), Spaltung des cAMP durch
eine Phosphodiesterase und Dephosphorylierung durch Phosphatasen unterbrochen. [19]

Die verschiedenen 3-Rezeptoren kommen in den verschiedenen Geweben des menschlichen
Korpers mit einer unterschiedlichen Haufigkeit vor. ,-Rezeptoren sind vorrangig im Herzen
zu finden, 3,-Rezeptoren in der Lunge und Rs-Rezeptoren im Fettgewebe und dort vor Allem

im visceralen Fettgewebe.

In Myozyten flhrt die Aktivierung von [3;-Adrenorezeptoren zur Lipolyse (Spaltung der
Triglyceride in Glycerol und freie Fettsduren) und Thermogenese. Rs-Adrenorezeptoren
kommen aber auch in vielen anderen Geweben vor. Sie hemmen die Darmbewegung von
lleum und Colon, induzieren die Relaxation der glatten Muskulatur der Atemwege, fiihren vor
Allem in der Haut und dem Fettgewebe zu einer peripheren Vasodilatation, wirken am
Herzmuskel negativ inotrop und fordern den Calcium-Einstrom durch L-Typ Calcium-Kanale
in Vorhofmyokardzellen.
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Rs-Adrenorezeptoren konnen im Gegensatz zu den anderen Familienmitgliedern bei
Stimulation durch Aktivierung von NO-Synthasen (Nitrat Oxid-Synthasen) im Herzmuskel

NO produzieren und somit eine Vasodilatation auslésen. [18]

Aufgrund der Tatsache, dass eine Stimulation der [;-Adrenorezeptoren zu einer Lipolyse
fuhrt, wurde die Hypothese formuliert, dass eine Mutation, die die Funktion des Rezeptors
beeinflusst, diese lipolytische Wirkung herabsetzen und zu einer Entwicklung von Adipositas

fuhren konnte.

2.2.2.2 Lokalisation

Die zweite in dieser Doktorarbeit untersuchte Mutation liegt im ersten Exon des Gens, das fur
den Rs-Adrenorezeptor (ADRB3) kodiert. Das ADRB3-Gen liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 8 (8pl12-p1l1.2). Die Mutation liegt im Codon 64. Der Austausch der
Pyrimidinbase Thymin gegen die Pyrimidinbase Cytosin fuhrt zu einem Austausch der
Aminoséure Tryptophan (Trp) gegen Arginin (Arg) an Position 64 der 408 Aminoséuren
langen Sequenz.[20], [21],[22] Das ADRB3-Gen hat im Gegensatz zu den Genen flr den die
anderen 2 3-Adrenorezeptoren (13, und 3;) 2 Introns.[18]

Die Prévalenz der Mutation ist populationsabhéngig. Die hdochste Mutationsrate findet sich
bei kanadischen Qji-Cree (40%) und Eskimos aus Alaska (40%), gefolgt von Pima Indianern
(31%), Japanern (17%), Chinesen (16,7%), Mexikanern (13%), Afroamerikanern (12%) und
weillen Amerikanern/ Européern (8-10%). [22],[23]
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3 Material und Methoden

3.1 Das Patientenkollektiv

Retrospektiv wurden Patienten, die die Adipositas-Sprechstunde des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE) in der Zeit vom September 2003 bis zum Oktober 2008 besucht
haben, in diese Studie eingeschlossen. Die Patientenakten werden alle im Archiv der
medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf archiviert. Die Daten

wurden den ambulanten sowie stationdren Krankenakten der Patienten entnommen.

Bei jedem Patienten, der die Adipositas-Sprechstunde besuchte, wurde routineméflig Blut
abgenommen und standardmaRig folgende Werte bestimmt: Blutbild, Elektrolyte, Leber- und
Nierenwerte, Glucose, HbAlc, C-Peptid, TSH, CRP, Gerinnung, Cholesterin, HDL, LDL,
Triglyceride, Lp(a), ApoA, ApoB. Jeder Patient wurde gemessen und gewogen, um so den
Body Mass Index (BMI) zu errechnen. Jeder Patient wurde gebeten einen Fragebogen zu
Vorerkrankungen, Familienanamnese und Essgewohnheiten auszufullen. Danach wurde jeder
Patient (ber die Mdglichkeiten der Gewichtsreduktion aufgeklart (diatetische,
medikamenttse, endoskopische oder chirurgische Verfahren). Eine endokrinologische

(sekundére) Ursache der Adipositas wurde mittels Blutuntersuchung ausgeschlossen.

3.2 Die Datenbank

Alle Patienten wurden Uber die Gendiagnostik aufgeklért, waren damit einverstanden und

dokumentierten dies mittels einer schriftlichen Einverstandniserklarung ("informed consent").

Die Patientendaten wurden flr die Erfassung in der Datenbank pseudonymisiert. In die
statistische Erfassung im Rahmen einer Datenbank flossen das Geburtsdatum (Alter), das
Geschlecht, die GroRe und das Gewicht (der BMI) der Patienten sowie Informationen zu
Vorerkrankungen  (Hyperlipiddmie,  koronare = Herzerkrankung,  kardio-vaskulére
Erkrankungen, arterielle Verschlusskrankheit, arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus,
Adipositas), Familienanamnese (Adipositas, Diabetes) und die Ergebnisse der
Laboruntersuchungen (Fibrinogen, TSH, Harnsdure, Glucose, Insulin, C-Peptid, HbAlc,
Gesamtcholesterin, Triglyceride, LDL, HDL, Lp(a), ApoA, ApoB, Kreatinin, GOT, GPT,
yGT, CK), die geplante Behandlung sowie die Ergebnisse der genetischen Untersuchung
(APO E, APO B, ADRB3, INSIG2) ein.
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3.3 Labormethoden

3.3.1 Fettstoffwechsel

Die Marker des Fettstoffwechsels kdnnen aus Serum oder Plasma bestimmt werden. Der
Patient sollte einige Tage vor der Untersuchung sein gewohntes Essverhalten beibehalten und
12 Stunden vor der Blutentnahme nichtern bleiben, da sonst vor Allem der Triglycerid-Wert

falschlicherweise zu hoch gemessen werden kann.

3.3.1.1 Gesamtcholesterin

Die Bestimmung des Cholesterinwertes erfolgt mittels einer Indikatorreaktion. Im ersten
Reaktionsschritt erfolgt eine Verseifung der Cholesterinester; daran schlieBen sich Mess- und

Indikatorreaktionen an:

Cholesterinester + H,0O Cholesterinesterase—————p Cholesterin + Fettsaure
Cholesterin + O, Cholesterinoxidase —————» A*-Cholestenon + H,0,
H,0, + Chromogen > Farbstoff

Der Farbstoff wird photometrisch gemessen und so die Konzentration des Cholesterins

bestimmt.

3.3.1.2 High Density Lipoprotein (HDL)

Zur Bestimmung werden zunachst mittels Polyanionen und zweiwertigen Kationen die Apo-B
haltigen Lipoproteine gefallt und aus dem Uberstand, in dem dann groRtenteils nur noch das

HDL-Cholesterin vorhanden ist, die Cholesterinkonzentration wie oben bestimmt.

3.3.1.3 Low Density Lipoprotein (LDL)

Die Bestimmung erfolgt mathematisch mithilfe der anderen Indikatoren des Fettstoffwechsels

mittels der Friedewald-Formel:

LDL-Cholesterin = Gesamtcholesterin - ( HDL-Cholesterin + Triglyceride

)

Die Triglycerid-Konzentration darf bei dieser Bestimmungsmethode nicht groRer als 400
mg/dl (4,5 mmol/l) sein. Diese Formel darf auller bei einer Triglycerid-Konzentration ber
400 mg/dl auch bei einer Chylomikrondmie und einer Hyperlipoproteindmie Typ Il nicht

angewendet werden.
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3.3.1.4 Triglyceride

Die Triglyceridbestimmung l&uft nach folgendem Testprinzip:

Triglyceride + 3 H,O Lipase > Glycerin + 3 Fettsauren
Glycerin + ATP Glycerinkinase ———» a-Glycerophosphat + ADP
ADP + Phosphoenolpyrovat <—— pyruvatkinase —————— Pyruvat + ATP

Pyruvat + NADH + H* <—— Lactatdehydrogenase ——» Lactat + NAD*

Die Extinktionsabnahme durch den NADH-Verbrauch wird photometrisch gemessen.[24]

3.3.2 Kohlenhydratstoffwechsel

Die Marker des Kohlenhydratstoffwechsels werden entweder aus arterialisiertem
Kapillar(voll)blut, dass eventuell mit Glykolysehemmern versetzt wurde, oder aus vendsem

Blut (Serum oder Plasma) bestimmt.

3.3.2.1 Glukose

Zur quantitativen Bestimmung der Blutglucose aus vendsem Blut sind zahlreiche

enzymatische Verfahren wie zum Beispiel die Glukoseoxidase-(GOD-)Methode im Einsatz:

Glukose + O, + H,O ——— Glucoseoxidase ——» Gluconat + H,0,

H,0, + Chromogen =~ ———— Peroxidase > Farbstoffbildung

Der Farbstoff wird photometrisch gemessen und so die Konzentration der Glukose bestimmt.

3.3.2.2 HbAlc

HbAlc entsteht durch Anlagerung von Glukose an das N-terminale Ende der R-Kette im
HbAL. Durch die Glykierung ergeben sich eine Strukturanderung des Hamoglobin-Molekiils
und eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes. Beim Gesunden sind etwa 3-5% des
Gesamt-Hamoglobins auf diese Weise glykiert. Der HbAlc-Wert gibt U(ber die
Blutzuckereinstellung der letzten acht Wochen Auskunft.

Die Bestimmung erfolgt auf der Grundlage von lonenaustauschchromatographie,
Affinitdtschromatographie oder Verfahren mit immunologischer Reaktion. Als

Referenzmethode gilt die Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC).[24]
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3.4 Detektion der Genmutationen

3.4.1 Isolation der DNA aus Vollblut

Die DNA wurde mithilfe des QIlAamp® DNA Blood Mini Kit der Firma QIAGEN aus dem
Patientenblut isoliert. Diese Isolation wird nach der Lyse der im Blut enthaltenen Zellen in

drei Schritten erreicht:

- Adsorption der Nukleinséuren an die QIAamp Membran,
- Entfernen verbliebener Kontaminationen,

- Elution reiner Nukleinsauren.

Fur die Lyse der im Blut enthaltenen Zellen wurden zuerst 20 pl der QIAGEN Protease-
Stammldsung auf den Boden eines 1,5 ml Reaktionsgefélies pipettiert. Dazu wurden 200 pl
Blut und 200 pl Buffer AL in das Reaktionsgefal gegeben und der Ansatz sofort nach Zugabe
des Buffer AL fir 15 s auf dem Vortex Mixer durchmischt. Danach wurde der gut
durchmischte Ansatz fir 10 min bei 56 °C inkubiert und danach kurz zentrifugiert, um die
Probenflissigkeit vom Deckelinneren zu entfernen und so Kreuzkontaminationen durch
verspritzte Proben zu vermeiden. Danach wurden 200 ul Ethanol (96-100 %) zur Probe
gegeben, der Ansatz 15 s auf dem Vortex Mixer durchmischt und wieder kurz zentrifugiert

um Verspritzen der Probe und Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Als néchstes wurde der Ansatz auf die QIAamp Spinsdule gegeben, der Deckel geschlossen
und fir eine Minute bei 10000 rpm (rounds per minute) mit der Biofuge pico Zentrifuge der

Firma Heraeus Instruments zentrifugiert und so die DNA an die Sdule adsorbiert.

Um die verbliebenen Kontaminationen zu entfernen, wurde die QlAamp Spinsaule zunachst
in ein sauberes 2 ml Collection Tube als Auffanggefdl? gesetzt und das benutzte Gefal
mitsamt Filtrat verworfen. Die QlAamp Spinsdule wurde gedffnet und 500 ul Buffer AW1
hinzu gegeben. AnschlieBend wurde der Deckel verschlossen und der Ansatz bei 10000 rpm
eine Minute lang zentrifugiert. Danach wurde die QIAamp Spinsdule wieder in ein sauberes 2
ml Collection Tube als Auffanggefal gesetzt und das benutzte Gefall mitsamt Filtrat
verworfen. Die QlAamp Spinsdule wurde wieder gedffnet und 500 ul Buffer AW2 hinzu
gegeben. Danach wurde das Gefal3 wieder verschlossen und bei 13000 rpm drei Minuten lang

zentrifugiert.

Um die Nukleinsauren zu eluieren, wurde anschlieBend die QlAamp Spinséule in ein 1,5 ml

Collection Tube als AuffanggefaR gesetzt und das 2 ml Gefall mitsamt Inhalt verworfen. Die
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QlAamp Spinsaule wurde gedffnet und 100 pl Buffer AE auf die Séule gegeben und der
Ansatz fir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend fur eine Minute bei
10000 rpm zentrifugiert. Im 1,5 ml Collection Tube befand sich nun die gewaschene DNA,

die im nachsten Schritt, der PCR, amplifiziert werden sollte.

3.4.2 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) ist eine Methode zur

in vitro-Amplifizierung von Nucleinsaure-Fragmenten.
Ein Reaktionszyklus beinhaltet drei Reaktionsschritte:

- Denaturierung: Die Losung, in der die DNA enthalten ist, wird auf etwa 90°C erhitzt.
Dadurch trennen sich die beiden DNA-Strdnge voneinander.

- Anheftung der Oligonukleotide (Annealing): Nach dem Denaturieren wird die Lésung
auf etwa 50°C abgekiihlt. Dabei heften sich der Losung hinzugefigte Oligonukleotide
(Primer) mit einer Lange von etwas 15-20 Basen an die DNA-Einzelstrdnge an. Die
Oligonukleotide sind so gewahlt, dass ihre Sequenz zum 5"-Ende komplementar ist.

- Extension zu neuen Doppelstrangen (Elongation): Durch ebenfalls der Ldsung
hinzugefligte Desoxyribonukleotide und einer thermostabilen DNA-Polymerase

werden nun die beiden Einzelstrange wieder zu Doppelstrangen komplementiert.

Werden diese drei Reaktionsschritte nun mehrfach wiederholt, ergibt sich daraus ein

exponentielles Wachstum des bekannten DNA-Fragmentes.[25][26]

3.4.2.1 Anwendung bei der Detektion von Mutationen im INSIG2-Gen

Die aus dem Blut extrahierte DNA wurde mithilfe der PCR amplifiziert. Dazu wurden
Oligonukleotide der Firma Eurofins MWG GmbH mit der folgenden Basenfolge verwendet:
5-CCC TCC AAT ACC CCA TCG GA-3'und 5-GGG AAT CGA GAG CTA AGG AT-3".

Es wurden fur jeden PCR-Ansatz 2 ul DNA, 0,6 pl von jedem Primer, 0,8 ul dNTPs, 4 pl
10x-Puffer, 31,8 ul Wasser und 0,2 pl Tag DNA-Polymerase gemischt. (Tabelle 3)
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Tabelle 3: PCR-Mix (INSIG-2 Gen)

DNA (0,1 pg/ul) 2 5 ng/ul

Primer (100 pm/ul) je0,6 je 15 pm/ul Roche
dNTPs (10 mM each)? 0,8 0,2 mM Roche
Puffer 10x 4 Roche
H.O 31,8

Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2 0,025 U/ul Roche

1dNTPs: Desoxy-Nucleotidtriphosphate

Initial wurde das Gemisch mit dem T 3000 Thermocycler der Firma Biometra fir 15 Minuten
auf 95°C erhitzt und so die DNA-Doppelstrange denaturiert. Es folgten 40 Reaktionszyklen in
denen das Gemisch fiir 20 Sekunden auf 95°C erhitzt, dann zum Anheften der Primer 30
Sekunden auf 52°C abgekihlt und schlieflich 1 Minute zur Synthese der Doppelstrange
wieder auf 72°C erhitzt wurde. Nach diesen 40 Zyklen wurde das Gemisch noch einmal final
fiir 3 Minuten auf 72°C erhitzt. (Tabelle 4)

Tabelle 4: PCR-Zyklen (INSIG-2 Gen)

1 Denaturierung 95°C 15 Min
Denaturierung 95°C 20 Sek

40 Annealing 52°C 30 Sek
Elongation 72°C 1 Min

1 Elongation 72°C 3 Min

Durch die PCR wurden 182 Basenpaare (bp) lange DNA-Fragmente gewonnen.

3.4.2.2 Anwendung bei der Detektion von Mutationen im ADRB3-Gen

Die aus dem Blut extrahierte DNA wurde mithilfe der PCR amplifiziert. Dazu wurden
Oligonukleotide der Firma Eurofins MWG GmbH mit der folgenden Basenfolge verwendet:
5-CAA TAC CGC CAA CAC CAG TGG G-3" und 5-GGT CAT GGT CTG GAG TCT
CG-3.
Es wurden fur jeden PCR-Ansatz 2 ul DNA, 0,6 pl von jedem Primer, 0,8 pl dNTPs, 4 pl
10x-Puffer, 31,8 pl Wasser und 0,2 pl Tag DNA-Polymerase gemischt. (Tabelle 5)
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Tabelle 5: PCR-Mix (ADRB3 Gen)

DNA (0,1 pg/ul) 2 5 ng/pl

Primer (100 pm/ul) je 0,6 je 15 pm/ul Roche
dNTPs (10 mM each)’ 0,8 0,2 mM Roche
Reaktionspuffer 10x 4 Roche
H.O 31,8

Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) | 0,2 0,025 U/ul Roche

1dNTPs: Desoxy-Nucleotidtriphosphate

Initial wurde das Gemisch mit dem T 3000 Thermocycler der Firma Biometra fir 10 Minuten
auf 94°C erhitzt und so die DNA-Doppelstrange denaturiert. Es folgten 35 Reaktionszyklen in
denen das Gemisch fiir 30 Sekunden auf 94°C erhitzt, dann zum Anheften der Primer 45
Sekunden auf 64°C abgekuhlt und schlieBlich 45 Sekunden zur Synthese der Doppelstréange
wieder auf 72°C erhitzt wurde. Nach diesen 35 Zyklen wurde das Gemisch noch einmal final
fiir 7 Minuten auf 72°C erhitzt. (Tabelle 6)

Tabelle 6: PCR-Zyklen (ADRB3 Gen)

1 Denaturierung 94°C 10 Min
Denaturierung 94°C 30 Sek

35 Annealing 64°C 45 Sek
Elongation 72°C 45 Sek

1 Elongation 72°C 7 Min

Durch die PCR wurden 153 Basenpaare (bp) lange DNA-Fragmente gewonnen, die dem
néachsten Schritt, der RFLP-Analyse, zugefiihrt wurden.

3.4.3 Die Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse

Die Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse ist ein etabliertes
Verfahren zur Detektion von bekannten Genmutationen. Bei diesem Verfahren wird ein durch
PCR amplifiziertes DNA-Stuck mithilfe eines bestimmten Restriktionsenzyms verdaut.
Restriktionsenzyme sind Bakterien-Enzyme, welche DNA an bestimmten Positionen

schneiden kénnen.
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Die Restriktionsenzyme werden so gewahlt, dass sie in der zu untersuchenden Stelle der DNA
angreifen. Entweder spalten sie den Wildtyp und tun dies nach einer Mutation nicht mehr oder
die Restriktionsenzyme spalten die DNA-Stucke nach einer Mutation und der Wildtyp wird

nicht angegriffen.

Nach dem Verdau durch die Restriktionsenzyme werden die entstandenen Abbauprodukte auf
Agarosegel gegeben und eine Auftrennung der verschieden grofen Fragmente mittels
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Danach werden die verschieden groflen Banden mit
Ethidiumbromid geférbt und somit sichtbar gemacht.[25][26]

3.4.3.1 Anwendung bei der Detektion von Mutationen im INSIG2-Gen

Die aus dem Blut extrahierte und durch die PCR amplifizierte DNA wurde nun mithilfe des

Restriktionsenzyms Mbol, das von der Firma New England BioLabs bezogen wurde, verdaut.

Es wurden 10 pl PCR-Produkt und 2 pl Mbol, das vorher im Verhdltnis 1:10 mit Wasser

verdunnt wurde, gemischt.

Die Losung wurde bei 37°C 3 Stunden stehen gelassen. Dies sollte gewéhrleisten, dass die

DNA-Fragmente vollstandig verdaut wurden.

Die verdauten DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese (3%) ihrer Grolie
nach aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

Bei einem GG Genotyp wurde das DNA-Fragment von der Restiktionsendonuklease nicht
gespalten. Bei der Elektrophorese erhielt man also eine homogene Bande mit 182
Basenpaaren (bp). Bei einem CC Genotyp wurde das DNA-Fragment durch das
Restriktionsenzym in zwei Fragmente mit 115 bp und 67 bp Lange gespalten. Nach der
Elektrophorese waren also zwei Banden zu sehen. Bei einem GC Genotyp erhielt man nach
der Elektrophorese also 3 Banden mit 182 bp, 115 bp und 67 bp.

3.4.3.2 Anwendung bei der Detektion von Mutationen im ADRB3-Gen

Die aus dem Blut extrahierte und durch die PCR amplifizierte DNA wurde nun mithilfe des

Restriktionsenzyms Mspl, das von der Firma New England BioLabs bezogen wurde, verdaut.

Es wurden 10 pl PCR-Produkt und 2 pl Mspl, das vorher im Verhaltnis 1:10 mit Wasser

verdinnt wurde, gemischt.

Die Losung wurde bei 37°C 3 Stunden stehen gelassen. Dies sollte gewahrleisten, dass die
DNA-Fragmente vollstandig verdaut wurden.
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Die verdauten DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese (3,5%) ihrer

GroRe nach aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

Bei einem Wildtyp Genotyp wurde das DNA-Fragment von der Restiktionsendonuklease in
zwei Fragmente mit 99 Basenpaaren (bp) und 54 bp gespalten. Bei der Elektrophorese erhielt
man also zwei Banden. Bei einer Mutation im ADRB3-Gen wurde das DNA-Fragment durch
das Restriktionsenzym ebenfalls in zwei Fragmente mit 70 bp und 54 bp Lange gespalten.
Nach der Elektrophorese waren also ebenfalls zwei Banden zu sehen, diese aber in einer
anderen Position. Bei einem heterogenen Genotyp erhielt man nach der Elektrophorese also 3
Banden mit 99 bp, 70 bp und 54 bp.

3.5 Statistik

Die Daten aus der Datenbank wurden mit dem Programm PASW® Statistics 18.0 flr

Windows von der Firma SPSS ausgewertet.
3.5.1 Statistische Mal3zahlen

3.5.1.1 Mittelwert

Der Mittelwert beschreibt den statistischen Durchschnittswert. Fir den Mittelwert addiert man

alle Werte eines Datensatzes und teilt die Summe durch die Anzahl aller Werte.

n
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Larithm — — r; =

1 n

i=1
Ziel des Mittelwertes ist es, die wesentliche Information in einer langeren Reihe von z.B.

Messdaten in wenigen Daten zu konzentrieren.[27], [28],[29]

3.5.1.2 Median (Zentralwert)

Der Median (oder Zentralwert) teilt eine Stichprobe entsprechend ihrer GroRe in zwei Halften.
In der Statistik halbiert der Median eine Verteilung. Gegeniiber dem arithmetischen Mittel,
auch Durchschnitt genannt, hat der Median den Vorteil, robuster gegenuber AusreilRern
(extrem abweichenden Werten) zu sein.[28],[27],[29]

T ol n ungerade

T=9,
5(1:;_}4—:1:;_}“) n gerade.
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3.5.1.3 Varianz

Die Varianz ist ein MaB, das beschreibt wie stark eine Messgrol3e (genauer eine ZufallsgroRe)
streut. Sie ist das durchschnittliche Abstandsquadrat der Stichprobenwerte vom Mittelwert
und wird berechnet, indem man die Abstande der Messwerte vom Mittelwert quadriert,
addiert und durch die Anzahl der Messwerte teilt. [28],[27],[30]

3.5.1.4 Standardabweichung

Da die Varianz wegen der quadratischen Dimension schwer zu interpretieren ist, verwendet
man stattdessen die Quadratwurzel der Varianz, die Standardabweichung genannt wird. Sie ist
ein Mal fur die Streuung der Werte einer Zufallsvariablen um ihren Mittelwert.[28],[27],[30]

> @i 22

i=1
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3.5.2 Statistische Tests

3.5.2.1 T-Test fur unabhéngige Stichproben

Der t-Test Uberpriift, ob sich die Differenz der beiden Mittelwerte signifikant von Null
unterscheidet. Der Test setzt eine Normalverteilung der Stichprobe und die Gleichheit der
Varianzen voraus. Er wird bei zwei unverbundenen Stichproben verschiedener Individuen

angewendet, wenn die mal3gebliche Variable intervallskaliert ist.[28],[27]

3.5.3 P-Wert und Signifikanz

Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, falschlich einen Unterschied anzunehmen, wenn
es ihn in Wirklichkeit nicht gibt, d.h. man akzeptiert die experimentelle Hypothese und
verwirft die Nullhypothese. In dieser Arbeit wird, wie international tblich, ein p-Wert < 0,05
als signifikant angegeben.[28],[27]
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4 Ergebnisse

4.1 Das Gesamtkollektiv

Insgesamt wurden 556 Patienten, 402 Frauen und 154 Manner, in die Studie eingeschlossen.
Der Altersdurchschnitt lag bei 42,3 + 13,1 Jahren und zeigte zwischen Frauen (41,3 + 12,9)
und Mannern (44,6 + 13,2) einen signifikanten Unterschied (p=0,010). Der Body Mass Index
betrug bei den Studienteilnehmern durchschnittlich 43,4 = 9,3 kg/m2? und war ebenfalls
zwischen Ménnern (45,4 + 8,9 kg/m?) und Frauen (42,6 + 9,3 kg/m?) signifikant
unterschiedlich (p=0,003). (Tabelle 7)

Tabelle 7: Durchschnittliches Alter und durchschnittlicher BMI des Gesamtkollektivs

Frauen 41,3 +12,9 42,6+9,3 402
(N=402) (N=345)

Manner 44,6 +13,2 454 +8,9 154
(N=154) (N=135)

Gesamtkollektiv 42,3+131 434+9,3 556
(N=556) (N=480)

Die Bestimmungen laborchemischer Parameter des Fettstoffwechsels ergaben einen
durchschnittlichen Gesamtcholesterinwert von 2015 + 41,9 mg/dl, einen LDL-
Cholesterinwert von 112,1 + 37,5 mg/dl, einen HDL-Cholesterinwert von 50,8 + 14,1 mg/dl,
einen Triglyceridwert von 197,1 + 143,7 mg/dl sowie einen Lipoprotein (a)-Wert von 24,6
33,5 mg/dl, wobei die HDL-Cholesterinwerte bei Mannern (44,1 + 10,1 mg/dl) signifikant
niedriger als bei Frauen (53,5 = 14,5 mg/dl) waren (p<0,001). Die Triglyceridwerte waren bei
Mannern (240,8 £ 173,1 mg/dl) signifikant hoher als bei Frauen (179,9 £ 126,5 mg/dl)
(p<0,001). Die Lipoprotein (a)-Werte zeigten sich bei den Frauen (27,1 £ 36,5 mg/dl)
signifikant hoher als bei den Ménnern (17,2 = 21,6 mg/dl) des Studienkollektivs (p=0,007).
(Tabelle 8)
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Tabelle 8: Parameter des Fettstoffwechsels im Gesamtkollektiv

Frauen 201,7 £39,3 11274367 | 535+145 |179.9+12655| 27,1+365
(N=383) (N=369) (N=380) (N=381) (N=199)
Ménner 201 + 47,9 1105+39,8 | 441+10,1 |2408+173,1 | 17,2+ 21,63
(N=150) (N=140) (N=149) (N=150) (N=69)
Gesamt- 201,5 + 41,9 11214375 | 50,8+141 |197,1+1437 | 246+335
kollektiv (N=533) (N=509) (N=529) (N=531) (N=268)

Die Bestimmungen laborchemischer Parameter des Kohlenhydratstoffwechsels ergaben einen

durchschnittlichen Glukosewert von 105,7 + 40,4 mg/dl sowie einen durchschnittlichen

HbAlc-Wert von 5,9 + 1,0 %, wobei auch hier ein signifikanter Unterschied zwischen den
Glukosewerten (p<0,001) und den HbAlc-Werten (p=0,003) bei Mannern und Frauen
bestand. Bei den Frauen (Glukose: 100,6 + 33,5 mg/dl, HbAlc: 5,8 + 0,8 %) zeigten sich
signifikant niedrigere Glukose- und HbAlc-Werte als bei den Mannern (Glukose: 118,1 +
51,9 mg/dl, HbAlc: 6,2 + 1,4 %). (Tabelle 9)

Tabelle 9: Parameter des Kohlenhydratstoffwechsels im Gesamtkollektiv

Frauen 100,6 + 33,5 58+0,8
(N=335) (N=367)
Manner 118,1+51,9 6,2+14
(N=137) (N=143)
Gesamtkollektiv | 105,7 + 40,4 59+10
(N=472) (N=510)

4.2 Insulin Induced Gene 2

4.2.1 Polymorphismusprévalenz

Bei 532 Studienteilnehmern (150 Mannern und 382 Frauen) konnte eine Analyse des INSIG2-
Gens erfolgen (Tabelle 10), dabei wiesen 233 Teilnehmer (70 Ménner und 163 Frauen) den
Wildtyp (Guanin/Guanin) des INSIG2-Gens auf (43,8%). Bei 242 Personen (67 Ménnern und
175 Frauen) zeigte sich eine heterozygote Mutation (Guanin/Cytosin) (45,5%) und bei 57
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Studienteilnehmern (13 Ménnern und 44 Frauen) konnte eine homozygote Mutation
(Cytosin/Cytosin) detektiert werden (10,7%). (Abbildung 2)

Tabelle 10: Pravalenz der INSIG2-Genotypen

c/C C-Allelfrequenz
Frauen 163 (42,7%) 175 (45,8%) | 44 (11,5%) 34,4%
Manner 70 (46,7%) 67 (44,7%) 13 (8,7%) 31%
Gesamtkollektiv | 233 (43,8%) 242 (45,5%) 57 (10,7%) 33,5%

(G=Guanin, C=Cytosin)
Anhand der berechneten Allelfrequenzen wurde gepruft, ob die beobachtete
Genotypverteilung im Gleichgewicht nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz ist. Die Unterschiede
von beobachteter und erwarteter Verteilung ergaben ein Chi-Quadrat von 0,538. Daraus folgt,
dass die Genotypverteilung in Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz ist.

INSIG2
Wt (in %)
.heterozygote Iutation

(n %)
Dhcmczygcte MMutation
(in %)

Abbildung 2: INSIG2-Genotypenhaufigkeit

4.2.2 Vergleich der Genotypen

4.2.2.1 Body Mass Index

Die Tréager einer heterozygoten Mutation (G/C) sowie die Tréger einer homozygoten
Mutation (C/C) wurden den Studienteilnehmern ohne Mutation (G/G) gegenubergestellt. Die
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Gruppe der Patienten ohne Mutation umfasste 233 Personen, die Gruppe der Patienten mit

einer hetero- bzw. homozygoten Mutation beinhaltete 242 bzw. 57 Patienten (Tabelle 10).

homozygote Mutation— I— 4'
. 385
heterozygote Mutation ——o — 0305
232
Wt |7 4{ 00 o
178 43
| 1 I 1
0 20,0 40,0 500 80,0
BMI

Abbildung 3: Body Mass Index - aufgeteilt nach Genotypen (INS1G2)

Studienteilnehmer ohne die untersuchte Mutation im INSIG2-Gen waren im Durchschnitt
41,8 £ 12,3 Jahre alt und hatten einen durchschnittlichen BMI von 43,8 + 9,2 kg/m2.

Patienten mit einer heterozygoten Mutation waren durchschnittlich 42,4 + 13,8 Jahre alt und
hatten einen mittleren BMI von 43,2 + 9,2 kg/m?.

Teilnehmer der Studie mit einer homozygoten Mutation waren im Durchschnitt 43,0 £ 13,7

Jahre alt und wiesen einen mittleren BMI von 42,8 + 10,3 kg/m? auf. (Tabelle 11)

Alter und Body Mass Index (Abbildung 3) der drei Gruppen unterschieden sich statistisch
nicht (p>0,050).
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Tabelle 11: INSIG2-Genotypen: Vergleich von Alter und BMI

GIG 41,8+12,3 43,8 +9,2
(N=233) (N=203)
G/IC 42,4 +13,8 43,2+9,2
(N=242) (N=202)
C/C 43,0+ 13,7 42,8 +10,3
(N=57) (N=53)
Gesamtkollektiv | 42,2 +13,1 43,4+9,3
(N=532) (N=458)

4.2.2.2 Fettstoffwechsel

Studienteilnehmer  ohne  die  untersuchte  Mutation  hatten  einen  mittleren
Gesamtcholesterinwert von 198,9 + 39,3 mg/dl, einen mittleren LDL-Cholesterinwert von
110,7 £ 35,9 mg/dl, einen mittleren HDL-Cholesterinwert von 50,2 + 13,5 mg/dl, einen
mittleren Triglyceridwert von 201,3 + 164,2 mg/dl und einen mittleren Lipoprotein (a)-Wert
von 29,1 £ 37,6 mg/dl.

Patienten mit einer heterozygoten Mutation wiesen einen mittleren Gesamtcholesterinwert
von 203,1 £ 43,9 mg/dl, einen mittleren LDL-Cholesterinwert von 112,8 + 38,0 mg/dl, einen
mittleren HDL-Cholesterinwert von 50,2 + 13,5 mg/dl, einen mittleren Triglyceridwert von
187,42 + 123,0 mg/dl und einen mittleren Lipoprotein (a)-Wert von 21,3 + 30,5 mg/dl auf.

Teilnehmer der Studie mit einer homozygoten Mutation hatten im Durchschnitt einen
Gesamtcholesterinwert von 208,3 + 39,5 mg/dl, einen LDL-Cholesterinwert von 115,1 + 39,9
mg/dl, einen HDL-Cholesterinwert von 48,3 + 14,2 mg/dl, einen Triglyceridwert von 231,7 +
156,5 mg/dl und einen Lipoprotein (a)-Wert von 24,6 = 35,7 mg/dl.

Der Vergleich von laborchemischen Parametern des Fettstoffwechsels zwischen
Studienteilnehmern ohne Mutation und mit einer hetero- bzw. homozygoten Mutation ergab
weder im Gesamtkollektiv noch nach Aufteilung in ein weibliches- und ein mannliches

Kollektiv signifikante Unterschiede in der Pravalenz von Dyslipoproteindmien. (Tabelle 12)
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Tabelle 12: INSIG2-Genotypen:

Vergleich von Parametern des Fettstoffwechsels getrennt nach

Geschlecht
Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (mg/dl) (a) (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
G/G 198,9 + 39,3 110,7 £ 35,9 50,2+ 13,5 201,3+164,2 29,1+37,6
(N=203) (N=207) (N=217) (N=217) (N=95)
G/IC 203,1+£439 112,8 + 38,0 52,4+ 148 187,42 + 123,0 21,3+ 30,5
(N=202) (N=229) (N=235) (N=236) (N=120)
p-Wert 0,282 0,560 0,100 0,307 0,103
CiIC 208,3+39,5 115,1+39,9 48,3+ 14,2 231,7 £ 156,5 24,6 £ 35,7
(N=56) (N=52) (N=56) (N=56) (N=35)
p-Wert 0,113 0,437 0,348 0,213 0,546
Insgesamt 201,9+41,6 112,1+ 37,2 51,0+ 14,2 198,2 + 145,9 24,7+34,1
(N=511) (N=488) (N=508) (N=509) (N=250)

Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (mg/dl) (@) (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
GIG 198,2 + 38,0 111,7 £ 36,5 52,8+14.1 177,1 £ 130,7 32,8+418
(N=151) (N=145) (N=149) (N=149) (N=64)
G/IC 203,7 £ 40,6 112,8+ 36,4 55,4 + 15,0 174,8 + 125,6 24,1+ 33,6
(N=170) (N=166) (N=170) (N=170) (N=90)
p-Wert 0,215 0,800 0,122 0,875 0,172
c/iC 207,6 + 38,8 114,5 + 39,6 50,6 + 14,7 2129+ 132,6 27,1+38,3
(N=43) (N=40) (N=43) (N=43) (N=28)
p-Wert 0,157 0,686 0,366 0,116 0,543
Insgesamt 201,9+ 39,4 112,6 + 36,7 53,8+ 14,7 180,3+128,8 276+374
(N=326) (N=351) (N=362) (N=362) (N=182)
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Manner
G/IG 200,5 + 42,3 108,2 + 34,5 444 +£9,7 2545 +212,1 215+25.8
(N=68) (N=62) (N=68) (N=68) (N=31)
G/C 201,8 + 51,8 112,7+ 42,2 446 + 10,7 220,0 + 110,5 12,8 £+ 16,1
(N=66) (N=63) (N=65) (N=66) (N=30)
p-Wert 0,879 0,521 0,922 0,242 0,122
Cc/C 210,7 + 431 117,4+ 425 40,6 £9,2 2940 +212.,6 14,7+ 21,7
(N=13) (N=12) (N=13) (N=13) (N=7)
p-Wert 0,431 0,418 0,195 0,540 0,527
Insgesamt 202,0 + 46,6 111,1 + 38,8 44,16 + 10,1 2425+ 174,2 17,0+21,7
(N=147) (N=137) (N=146) (N=147) (N=68)

4.2.2.3 Kohlenhydratstoffwechsel

Studienteilnehmer mit den Wildtyp-Allelen des untersuchten INSIG2-Gens wiesen einen
mittleren Glukosewert von 107,4 + 40,9 mg/dl und einen mittleren HbAlc-Wert von 6,0 + 1,1

% auf.

Patienten mit einer heterozygoten Mutation hatten im Durchschnitt einen Glukosewert von
101,8 £ 36,0 mg/dl und einen HbAlc-Wert von 5,8 + 0,9 %.

Bei Teilnehmern der Studie mit einer homozygoten Mutation konnte ein durchschnittlicher
Glukosewert von 116,3 + 56,4 mg/dl sowie ein durchschnittlicher HbAlc-Wert von 5,9 + 0,9

% bestimmt werden.

Der Vergleich von mittlerem Glukose- und HbAlc-Wert zwischen Tragern einer hetero- bzw.
homozygoten Mutation im INSIG2-Gen und Tragern der Wildtyp-Allele zeigte weder im
Gesamtkollektiv noch nach Aufteilung in ein weibliches und ein méannliches Kollektiv
signifikante Unterschiede in der Prdavalenz von Hyper- bzw. Hypoglykdmien oder einem
Anstieg bzw. Abfall des HbAlc-Wertes. (Tabelle 13)
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Tabelle 13: INSIG2-Genotypen: Vergleich von Parametern des Kohlenhydratstoffwechsels getrennt nach

Geschlecht
Glukose- HbAlc
Wert (mg/dl) (in %)
G/IG 107,4 + 40,9 6,0+1,1
(N=202) (N=211)
G/IC 101,8 £ 36,0 58+0,9
(N=204) (N=223)
p-Wert 0,146 0,071
Cc/C 116,3+56,4 59+0,9
(N=50) (N=56)
p-Wert 0,297 0,518
Insgesamt 105,8 +41,0 59+1,0
(N=456) (N=490)

Glukose-
Wert (mg/dl)

G/G 100,6 * 26,6 59+0,8

(N=138) (N=144)
G/C 98,4 £33,5 57+0,7

(N=147) (N=163)
p-Wert 0,552 0,149
C/IC 110,1+54,4 59+£1,0

(N=37) (N=43)

p-Wert 0,137 0,894
Insgesamt 100,7 + 34,0 58+0,8

(N=322) (N=350
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Manner
G/G 122,0 £59,0 6,315
(N=64) (N=67)
G/C 110,5+41,0 6,1+14
(N=57) (N=60)
p-Wert 0,219 0,361
CIC 134,0 £ 60,5 6,0£0,8
(N=13) (N=13)
p-Wert 0,509 0,419
Insgesamt 118,28 £ 52,4 6,2+14
(N=134) (N=140)

4.3 Rs-Adrenorezeptor-Gen

4.3.1 Polymorphismuspravalenz

Bei 533 Studienteilnehmern (149 Mannern und 384 Frauen) konnte eine Analyse des
ADRB3-Gens erfolgen (Abbildung 4), dabei wiesen 439 Teilnehmer (121 Mé&nner und 318
Frauen) den Wildtyp (Tryptophan/Tryptophan) des ADRB3-Gens auf (82,4%). Bei 88
Personen (26 Mannern und 62 Frauen) zeigte sich eine heterozygote Mutation
(Tryptophan/Arginin) (16,5%) und bei 6 Studienteilnehmern (2 Mannern und 4 Frauen)
konnte eine homozygote Mutation (Arginin/Arginin) detektiert werden (1,1%). (Tabelle 14)

Tabelle 14: Pravalenz der ADRB3-Genotypen

Frauen 318 (82,8%) 62 (16,1%) 4 (1,0%) 9,1%

Manner 121 (81,2%) 26 (17,4%) 2 (1,3%) 10,1%

Gesamtkollektiv | 439 (82,4%) 88 (16,5%) 6 (1,1%) 9,4%

(Trp= Tryptophan, Arg= Arginin)

Anhand der Dberechneten Allelfrequenzen wurde gepriift, ob die beobachtete

Genotypverteilung im Gleichgewicht nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz ist. Die Unterschiede
von beobachteter und erwarteter Verteilung ergaben ein Chi-Quadrat von 0,891. Daraus folgt,
dass die Genotypverteilung in Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz ist.
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Abbildung 4: ADRB3-Genotypenhaufigkeit
4.3.2 Vergleich der Genotypen

4.3.2.1 Body Mass Index

Die Trager einer heterozygoten Mutation (Trp/Arg) sowie die Tréger einer homozygoten
Mutation (Arg/Arg) wurden den Studienteilnehmern ohne Mutation (Trp/Trp) gegenuber
gestellt. Die Gruppe der Patienten ohne Mutation umfasste 439 Personen, die Gruppe der
Patienten mit einer hetero- bzw. homozygoten Mutation beinhaltete 88 bzw. 6 Patienten
(Tabelle 14). Aufgrund der geringen Anzahl an Personen, die eine homozygote Mutation
trugen, wurden alle Studienteilnehmer, bei denen eine Mutation (sowohl hetero- als auch

homozygot) im ADRB3-Gen gefunden wurde, in einer Gruppe zusammengefasst.
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Abbildung 5: Body Mass Index - aufgeteilt nach Genotypen (ADRB3)

Studienteilnehmer ohne die untersuchte Mutation im ADRB3-Gen waren im Durchschnitt
42,6 £ 12,7 Jahre alt und hatten einen durchschnittlichen BMI von 43,7 + 9,4 kg/mz.

Patienten mit einer heterozygoten Mutation waren durchschnittlich 42,3 + 13,8 Jahre alt und

hatten einen mittleren BMI von 42,3 + 8,4 kg/mz2.

Teilnehmer der Studie mit einer homozygoten Mutation waren im Durchschnitt 42,2 + 18,5
Jahre alt und wiesen einen mittleren BMI von 47,3 + 14,4 kg/m? auf. (Tabelle 15)

Alter und Body Mass Index (Abbildung 5) zeigten bei statistischer Analyse der verschiedenen
Gruppen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05). (Tabelle 15)

41



Ergebnisse

Tabelle 15: ADRB3-Genotypen: Vergleich von Alter und BMI

Trp/Trp 426 +12,7 43,7+94
(N=439) (N=378)
Trp/Arg 42,3+138 42,3+8,4
(N=88) (N=75)
Arg/Arg 422 +18,5 473+144
(N=6) (N=6)
Gesamtkollektiv | 42,6 £12,9 435+9,3
(N=533) (N=459)

4.3.2.2 Fettstoffwechsel

Studienteilnehmer  ohne  die  untersuchte  Mutation  hatten  einen  mittleren
Gesamtcholesterinwert von 203,7 = 41,9 mg/dl, einen mittleren LDL-Cholesterinwert von
114,2 + 38,2 mg/dl, einen mittleren HDL-Cholesterinwert von 50,8 + 13,9 mg/dl, einen
mittleren Triglyceridwert von 199,8 + 144,1 mg/dl und einen mittleren Lipoprotein (a)-Wert
von 22,9 £ 30,7 mg/dl.

Patienten mit einer hetero- oder homozygoten Mutation wiesen einen mittleren
Gesamtcholesterinwert von 191,5 + 36,7 mg/dl, einen mittleren LDL-Cholesterinwert von
104,9 £ 33,7 mg/dl, einen mittleren HDL-Cholesterinwert von 51,6 + 15,2 mg/dl, einen
mittleren Triglyceridwert von 188,4 + 148,2 mg/dl und einen mittleren Lipoprotein (a)-Wert
von 35,6 + 47,2 mg/dl auf.

Der Vergleich von laborchemischen Parametern des Fettstoffwechsels ergab fir das
Gesamtcholesterin (p=0,011) und fur das LDL-Cholesterin (p=0,040) signifikant niedrigere
Werte bei den Mutationstrdgern als bei den Studienteilnehmern ohne Mutation im ADRB3-
Gen. Nach Geschlecht aufgeteilt lieR sich dieser signifikante Unterschied nur bei den Frauen
(Gesamtcholesterin 205,3 + 40,8 mg/dl vs. 158,5 + 26,9 mg/dl p<0,001; LDL-Cholesterin
115,8 £ 38,2 mg/dl vs. 100,3 £ 25,0 mg/dl p<0,001) nachweisen (Abbildung 6; Abbildung 7).
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Abbildung 6: Gesamtcholesterin (Frauen) - aufgeteilt nach Genotypen (ADRB3)
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Abbildung 7: LDL-Cholesterin (Frauen) — aufgeteilt nach Genotypen (ADRB3)
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Bei den Mannern mit einer Mutation im ADRB3-Gen liel? sich kein solcher Unterschied

feststellen. Die Analyse der restlichen Parameter des Fettstoffwechsels konnten keine

weiteren signifikanten Unterschiede zeigen. (Tabelle 16)

Tabelle 16: ADRB3-Genotypen: Vergleich von Parametern des Fettstoffwechsels getrennt nach

Geschlecht
Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (mg/dl) (a) (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Trp/Trp 203,7+£41,9 114,2 + 38,2 50,8 + 13,9 199,8 + 144,1 22,9 + 30,7
(N=422) (N=405) (N=419) (N=420) (N=208)
Trp/Arg  und | 191,5+36,7 104,9 + 33,7 51,6 £15,2 188,4 + 148,2 35,6 +47,2)
Arg/Arg (N=89) (N=84) (N=89) (N=89) (N=41)
p-Wert 0,011 0,040 0,615 0,499 0,106
Insgesamt 201,6 £41,3 112,6 + 37,6 50,9+ 14,2 197,8 + 144,8 25,0+ 34,2
(N=511) (N=489) (N=508) (N=509) (N=249)
Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (mg/dl) (@) (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Trp/Trp 205,3 £ 40,8 115,8 + 38,2 53,3+ 14,2 182,9+ 125,8 25,4 + 33,3
(N=304) (N=294) (N=301) (N=302) (N=156)
Trp/Arg  und | 158,5+ 26,9 100,3 + 25,0 54,8 + 16,6 165,5 + 130,0 42,1 +54,4
Arg/Arg (N=62) (N=59) (N=62) (N=62) (N=27)
p-Wert <0,001 <0,001 0,468 0,325 0,135
Insgesamt 201,9+£ 39,5 113,2 + 36,7 53,6 £ 14,6 180,0 + 126,5 279+374
(N=366) (N=353) (N=363) (N=364) (N=183)
Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (mg/dl) (a) (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Trp/Trp 199,61+445 | 109,8+38,1 44,2 +10,8 243,1+£176,3 15,4 +19,7
(N=118) (N=111) (N=118) (N=118) (N=52)
Trp/Arg  und | 205,4+50,8 | 115,76 £47,5 442 +73 240,9£174,9 23,1+26,1
Arg/Arg (N=27) (N=25) (N=27) (N=27) (N=14)
p-Wert 0,553 0,501 0,996 0,954 0,230
Insgesamt 200,7 £ 45,6 110,9 + 39,8 44,2 +10,2 242,7+£175,4 17,0+21,3
(N=145) (N=136) (N=145) (N=145) (N=66)
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Es zeigte sich eine nicht signifikante Tendenz zu erhdhten Lipoprotein (a)-Werten bei
Studienteilnehmern mit einer Mutation im ADRB3-Gen im Gegensatz zu Patienten ohne eine
solche Mutation.

4.3.2.3 Kohlenhydratstoffwechsel

Studienteilnehmer mit den Wildtyp-Allelen des untersuchten ADRB3-Gens wiesen einen
mittleren Glukosewert von 104,6 + 38,3 mg/dl und einen mittleren HbAlc-Wert von 5,9 +
1,0 % auf.

Patienten mit einer hetero- oder homozygoten Mutation hatten im Durchschnitt einen
Glukosewert von 111,3 + 48,7 mg/dl und einen HbAlc-Wert von 5,9 £ 1,1 %. (Tabelle 17)

Tabelle 17: ADRB3-Genotypen: Vergleich von Parametern des Kohlenhydratstoffwechsels geteilt nach
Geschlecht

Gesamt-
kollektiv
Trp/Trp 104,6 = 38,3 59+£10
(N=374) (N=403)
Trp/Arg  und | 111,3+48,7 590+£11
Arg/Arg (N=82) (N=85)
p-Wert 0,176 0,743
Insgesamt 105,8 40,4 59+1,0
(N=456) (N=488)
Frauen
Trp/Trp 99,6 + 30,3 58x0,7
(N=266) (N=291)
Trp/Arg und | 108,5+ 46,3 59+1,0
Arg/Arg (N=58) (N=58)
p-Wert 0,166 0,535
Insgesamt 101,2 + 33,8 58+0,8
(N=324) (N=349)
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Manner

Trp/Trp 117,1+£51,0 62+14
(N=108) (N=112)

Trp/Arg und | 118,1+54,6 6,1+1,3

Arg/Arg (N=24) (N=27)

p-Wert 0,930 0,707

Insgesamt 117,3+51,5 6,2+14
(N=132) (N=139)

Der Vergleich von laborchemischen Parametern des Kohlenhydratstoffwechsels zwischen

Trégern einer hetero- bzw. homozygoten Mutation im ADRB3-Gen und Trégern der Wildtyp-

Allele zeigte weder im Gesamtkollektiv noch nach Aufteilung in ein ménnliches (Abbildung

9) und ein weibliches (Abbildung 8) Kollektiv signifikante Unterschiede in der Pravalenz von
Diabetes mellitus Typ 2. (Tabelle 17)
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Abbildung 8: Glukose-Wert (Frauen) - aufgeteilt nach Genotypen (ADRB3)
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Abbildung 9: Glukose-Wert (Manner) - aufgeteilt nach Genotypen (ADRB3)

4.4 Gen-Gen Interaktion Insulin Induced Gene 2 und 33-Adrenorezeptor-
Gen

4.4.1 Polymorphismusprévalenz

Bei 509 Studienteilnehmern (145 Mannern und 364 Frauen) konnte eine kombinierte Analyse
des INSIG2- und ADRB3-Gens erfolgen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Kombination INSIG2/ADRB3-Genotypenhéufigkeit

Aufgrund der geringen Pravalenz von homozygoten Mutationen im ADRB3-Gen wurden die
Patienten mit homozygoter und heterozygoter Mutation im ADRB3- bzw. im INSIG2-Gen zu

jeweils einer gemeinsamen Gruppe zusammengefasst.

Tabelle 18: Pravalenz der kombinierten INSIG2/ADRB3-Genotypen

Wt(INSIG2)/  Mut(INSIG2)/  wt(INSIG2)/  Mut(INSIG2) /

Wt(ADRB3)  Wi(ADRB3)  Mut(ADRB3)  Mut(ADRB3)
Frauen 132 (36,3%) | 167 (45,9%) 26 (7,1%) 39 (10.7%)
Manner 55 (37,9%) 63 (43,3%) 14 (9,7%) 13 (9,0%)
Gesamtkollektiv | 187 (36,7%) | 230 (45,2%) 40 (7,9%) 52 (10,2%)

Dabei wiesen 187 Teilnehmer (55 Manner und 132 Frauen) in beiden Genen den Wildtyp (wt)
auf (36,7%). 230 Patienten (63 Manner und 167 Frauen) wiesen eine Mutation (Mut) im
INSIG2- und den Wildtyp im ADRB3-Gen auf (45,2%), bei 40 Studienteilnehmern (14
Mannern und 26 Frauen) konnte eine Mutation im ADRB3-Gen sowie der Wildtyp im
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INSIG2-Gen detektiert werden (7,9%) und bei 52 Personen (13 Mannern und 39 Frauen) fiel
eine kombinierte Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen auf (10,2%). (Tabelle 18)

4.4.2 Vergleich der Genotypen

4.4.2.1 Body Mass Index

Aufgrund der geringen Anzahl an Studienteilnehmern mit einer homozygoten Mutation im
ADRB3-Gen wurden die Patienten mit einer hetero- und homozygoten Mutation im INSIG2-
bzw. ADRB3-Gen jeweils in einer Gruppe zusammengefasst und in Kombination den
Studienteilnehmern, die keine Mutation in den 0.g. Genen aufwiesen, gegenubergestellt. Im
Gesamtkollektiv wiesen 187 Studienteilnehmer keine Mutationen auf (Wt(INSIG2) /
wt(ADRB3)), bei 230 Patienten zeigte sich allein im INSIG2-Gen eine Mutation
(Mut(INSIG2) / wt(ADRB3)), bei 40 Personen konnte eine alleinige Mutation im ADRB3-
Gen (Wt(INSIG2) / Mut(ADRB3)) detektiert werden und bei 52 Studienteilnehmern wurde in
beiden Genen eine Mutation beobachtet (Mut(INSIG2) / Mut(ADRB3)).

Tabelle 19: Kombination INSIG2-/ADRB3-Genotypen: Vergleich von Alter und BMI

wt(INSIG2)/ 419+126 43,8+8)9
wt (ADRB3) (N=187) (N=167)
Mut(INSIG2)/ 430+129 436+9,8
WH(ADRBS3) (N=230) (N=191)
wt(INSIG2)/ 41,8 +10,8 44,6 £10,5
Mut(ADRB3) (N=40) (N=30)
Mut(INSIG2)/ 428+16,3 414+76
Gesamtkollektiv 425+ 13,0 435+93
(N=509) (N=437)

Studienteilnehmer ohne Mutation im INSIG2- oder ADRB3-Gen waren im Durchschnitt 41,9
+ 12,6 Jahre alt und hatten einen durchschnittlichen BMI von 43,8 + 8,9 kg/m2.

Patienten mit einer Mutation im INSIG2-Gen und den Wildtyp-Allelen im ADRB3-Gen
waren durchschnittlich 43,0 £ 12,9 Jahre alt und hatten einen durchschnittlichen BMI von
43,6 £ 9,8 kg/m2.
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Teilnehmer der Studie mit einer Mutation im ADRB3-Gen und den Wildtyp-Allelen im
INSIG2-Gen wiesen ein durchschnittliches Alter von 41,8 = 10,8 Jahren und einen
durchschnittlichen BMI von 44,6 + 10,5 kg/m? auf.

Patienten mit einer kombinierten Mutation in beiden untersuchten Genen waren im Mittel
42,8 £ 16,3 Jahre alt und hatten einen mittleren BMI von 41,4 £+ 7,6 kg/m2. (Tabelle 19)
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Abbildung 11: Body Mass Index - aufgeteilt nach Genotypen (Kombination INSIG2/ADRB3)

Alter und Body Mass Index (Abbildung 11) zeigten bei statistischer Analyse der vier

verschiedenen Gruppen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05).

4.4.2.2 Fettstoffwechsel

Studienteilnehmer ohne eine Mutation in den in dieser Studie untersuchten Genen hatten
einen mittleren Gesamtcholesterinwert von 202,2 + 39,0 mg/dl, einen mittleren LDL-
Cholesterinwert von 113,2 + 36,4 mg/dl, einen mittleren HDL-Cholesterinwert von 51,0 +
13,7 mg/dl, einen mittleren Triglyceridwert von 201,4 + 168,1 mg/dl und einen mittleren
Lipoprotein (a)-Wert von 27,1 + 35,3 mg/dl.
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Patienten mit einer Mutation im INSIG2-Gen und den Wildtyp-Allelen im ADRB3-Gen
wiesen einen mittleren Gesamtcholesterinwert von 206,0 + 43,3 mg/dl, einen mittleren LDL-
Cholesterinwert von 115,3 £ 38,9 mg/dl, einen mittleren HDL-Cholesterinwert von 51,1 +
14,5 mg/dl, einen mittleren Triglyceridwert von 200,8 + 128,7 mg/dl und einen mittleren
Lipoprotein (a)-Wert von 20,2 + 28,3 mg/dl auf.

Teilnehmer der Studie mit einer Mutation im ADRB3-Gen und den Wildtyp-Allelen im
INSIG2-Gen hatten im Durchschnitt einen Gesamtcholesterinwert von 184,5 + 36,7 mg/dl,
einen LDL-Cholesterinwert von 98,5 + 30,9 mg/dl, einen HDL-Cholesterinwert von 47,4 +
12,6 mg/dl, einen Triglyceridwert von 204,5 + 152,9 mg/dl und einen Lipoprotein (a)-Wert
von 40,4 + 49,7 mg/dl.

Patienten mit einer hetero- bzw. homozygoten Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen wiesen
einen mittleren Gesamtcholesterinwert von 197,0 £ 36,7 mg/dl, einen mittleren LDL-
Cholesterinwert von 109,0 £ 35,6 mg/dl, einen mittleren HDL-Cholesterinwert von 54,7 +
16,4 mg/dl, einen mittleren Triglyceridwert von 177,9 £ 1455 mg/dl und einen mittleren
Lipoprotein (a)-Wert von 33,3 = 47,2 mg/dl auf. (Tabelle 20)

Tabelle 20: INSIG2-/ADRB3-Genotypen: Vergleich von Parametern des Fettstoffwechsels getrennt nach
Geschlecht

Gesamt-
kollektiv
Wt(INSIG2)/ | 202,2+39,0 | 1132+364 | 51,0137 | 201,4+1681 | 27,1+353
wt (ADRB3) (N=175) (N=166) (N=173) (N=173) (N=74)
Mut(INSIG2)/ | 206,0+433 | 1153+389 | 51,1+145 | 2008+1287 | 20,2+283
W(ADRB3 (N=226) (N=219) (N=226) (N=226) (N=117)
p-Wert 0,366 0,595 0,930 0,972 0,162
WI(INSIG2)/ | 1845+364 | 985+309 | 474%126 | 2045+152,9 | 40,4 +49,7
Mut(ADRB3) (N=39) (N=36) (N=39) (N=39) (N=16)
p-Wert 0,010 0,025 0,142 0,915 0,320
Mut(INSIG2)/ | 197,0+367 | 1090356 | 547+164 | 177,9+1455 | 33,3+47,2
Mut(ADRB3) (N=49) (N=47) (N=49) (N=49) (N=24)
p-Wert 0,409 0,556 0,110 0,377 0,491
Insgesamt 202,0+41,0 | 1127+373 | 51,1+143 | 1990+1471 | 252+349
(N=489) (N=468) (N=487) (N=487) (N=231)
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Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (mg/dl) (@) (mg/dl)

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
wt(INSIG2)/ 201,9 + 38,7 114,4 + 37,7 53,7+ 14,0 175,0+124,0 29,7 +£39,0
wt (ADRB3) (N=122) (N=118) (N=120) (N=120) (N=50)
Mut(INSIG2)/ | 208,6 +42,4 117,0 £ 38,7 53,7+14,8 189,2 +131,8 236+311
W(ADRB3 (N=164) (N=159) (N=164) (N=164) (N=90)
p-Wert 0,175 0,579 0,993 0,361 0,311
wt(INSI1G2)/ 179,4+ 238 96,9 £ 25,1 495+149 186,2 £ 162,0 55,6 + 58,6
Mut(ADRB?3) (N=25) (N=23) (N=25) (N=25) (N=9)
p-Wert <0,001 0,008 0,179 0,698 0,097
Mut(INSI1G2)/ 189,5 + 28,7 102,2 + 25,3 58,2+17,1 153,8 + 103,8 36,6 + 53,9
Mut(ADRB3) (N=36) (N=35) (N=36) (N=36) (N=17)
p-Wert 0,039 0,029 0,110 0,352 0,567
Insgesamt 202,2 £ 39,6 113,2 £ 36,7 53,9 £14,8 180,3 +128,8 28,5+ 38,5

(N=347) (N=335) (N=345) (N=345) (N=166)

Gesamt- LDL- HDL- Triglyceride Lipoprotein
cholesterin Cholesterin Cholesterin (a) (mg/dl)

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
wt(INSIG2)/ 202,81 +£40,1 110,3+ 334 446 + 10,7 261,1+ 2304 21,6 £25,7
wt (ADRB3) (N=53) (N=48) (N=53) (N=53) (N=24)
Mut(INSIG2)/ | 199,1+454 110,8 £39,4 440+11,0 231,8+ 1155 91+94
W(ADRB3 (N=62) (N=60) (N=62) (N=62) (N=27)
p-Wert 0,648 0,944 0,753 0,380 0,032
wt(INSIG2)/ 193,7+51,9 101,2 + 40,2 43,6 +5,2 237,2+134,5 21,0x+28/4
Mut(ADRB3) (N=14) (N=13) (N=14) (N=14) (N=7)
p-Wert 0,481 0,412 0,624 0,713 0,959
Mut(INSIG2)/ | 218,0+ 48,4 131,5+51,3 448+9;3 2449+ 2159 25,1+ 25,7
Mut(ADRB3) (N=13) (N=12) (N=13) (N=13) (N=7)
p-Wert 0,244 0,084 0,969 0,819 0,749
Insgesamt 201,7+44.3 111,5+ 38,8 44,3 +£10,2 2444 +176,6 16,7+ 21,3

(N=142) (N=133) (N=142) (N=142) (N=65)
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Der Vergleich von laborchemischen Parametern des Fettstoffwechsels im Gesamtkollektiv
ergab fur das Gesamtcholesterin (p=0,010) und fir das LDL-Cholesterin (p=0,025) signifikant
niedrigere Werte bei den Studienteilnehmern mit einer Mutation im ADRB3-Gen und dem

Wildtyp des INSIG2-Gens im Vergleich mit Patienten, die in beiden untersuchten Genen
keine Mutation aufwiesen. (Abbildung 12; Abbildung 13)
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Abbildung 12: Gesamtcholesterin (Gesamtkollektiv) -

INSIG2/ADRB3)

aufgeteilt nach Genotypen (Kombination
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Abbildung 13: LDL-Cholesterin (Gesamtkollektiv) - aufgeteilt nach Genotypen (Kombination
INSIG2/ADRB3)

Nach Geschlecht aufgeteilt lieR sich dieser signifikante Unterschied nur bei den Frauen
reproduzieren (Gesamtcholesterin 179,4 + 23,8 mg/dl vs. 201,9 + 38,7 mg/dl p<0,001; LDL-
Cholesterin 96,9 = 25,1 mg/dl vs. 114,4 + 37,7 mg/dl p=0,008). Frauen mit einer
kombinierten Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen zeigten im Gegensatz zum
Gesamtkollektiv ebenso einen signifikant erniedrigten Gesamtcholesterin- (189,5 + 28,7
mg/dl vs. 201,9 = 38,7 mg/dl p=0,039) und LDL-Cholesterinwert (102,2 + 25,3 mg/dl vs.
114,4 £ 37,7 mg/dl p=0,029). (Abbildung 14; Abbildung 15)
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Abbildung 14: Gesamtcholesterin (Frauen) - aufgeteilt nach Genotypen (Kombination INSIG2/ADRB3)
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Abbildung 15: -Cholesterin (Frauen) - aufgeteilt nach Genotypen (Kombination INSIG2/ADRB3)
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Bei den Mannern mit einer Mutation im ADRB3-Gen und dem Wildtyp- bzw. einer Mutation
im INSIG2-Gen liel} sich ein solch signifikanter Unterschied nicht feststellen. Bei den
Ménnern fiel ein signifikant erniedrigter Lipoprotein (a)-Spiegel bei Studienteilnehmern mit
einer Mutation im INSIG2-Gen und dem Wildtyp im ADRB3-Gen auf. Die restlichen
Parameter des Fettstoffwechsels wiesen keine weiteren signifikanten Unterschiede auf.
(Tabelle 20)

4.4.2.3 Kohlenhydratstoffwechsel

Studienteilnehmer ohne eine Mutation in den in dieser Studie untersuchten Genen wiesen
einen mittleren Glukosewert von 106,5 + 40,0 mg/dl und einen mittleren HbAlc-Wert von 6,0
+ 1.1 % auf.

Patienten mit einer Mutation im INSIG2-Gen und den Wildtyp-Allelen im ADRB3-Gen
hatten im Durchschnitt einen Glukosewert von 103,3 + 38,1 mg/dl und einen HbAlc-Wert
von 5,8 £ 0,9 %.

Bei Teilnehmern der Studie mit einer Mutation im ADRB3-Gen und den Wildtyp-Allelen im
INSIG2-Gen konnte ein durchschnittlicher Glukosewert von 109,1 + 42,2 mg/dl sowie ein
durchschnittlicher HbAlc-Wert von 5,9 + 1,0 % bestimmt werden.

Patienten mit einer hetero- bzw. homozygoten Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen wurde
im Mittel ein Glukosewert von 113,5 + 54,5 mg/dl und ein HbAlc-Wert von 6,0 + 1,2 %
gemessen. (Tabelle 21)
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Tabelle 21: INSIG2-/ADRB3-Genotypen: Vergleich von Parametern des Kohlenhydratstoffwechsels
geteilt nach Geschlecht

Gesamt-
kollektiv
wt(INSIG2)/ 106,5 + 40,0 6,0x+11
wt (ADRB3 (N=161) (N=169)
Mut(INSIG2)/ | 103,3+ 38,1 58+09
WHADRB3 (N=198) (N=215)
p-Wert 0,451 0,084
wt(INSIG2)/ 109,1+42,2 59+10
Mut(ADRB3) (N=37) (N=36)
p-Wert 0,722 0,598
Mut(INSIG2)/ | 113,5+545 6,0+1.2
Mut(ADRB3) (N=44) (N=48)
p-Wert 0,344 0,908
Insgesamt 106,0 £41,0 59+10
(N=440) (N=468)
Frauen
wt(INSIG2)/ 99,5+27,1 59+09
wt (ADRB3 (N=111) (N=117)
Mut(INSIG2)/ 99,6 + 33,6 57+0,6
WHADRB3 (N=143) (N=158)
p-Wert 0,971 0,149
wt(INSIG2)/ 106,6 + 25,3 58+0,6
Mut(ADRB3) (N=24) (N=22)
p-Wert 0,236 0,702
Mut(INSIG2)/ | 110,2+57,9 6,0+1.2
MUt(ADRBB) (N=33) (N=35)
p-Wert 0,311 0,645
Insgesamt 101,2+ 34,4 58=x0,8
(N=311) (N=332)
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Manner
wt(INSIG2)/ 122,0 £ 56,7 6,3+15
wt (ADRB3 (N=50) (N=52)
Mut(INSIG2)/ | 113,1+46,8 6,1+14
p-Wert 0,378 0,395
WH(INSIG2)/ | 113,6 + 63,8 6,1+15
Mut(ADRB3) (N=13) (N=14)
p-Wert 0,645 0,579
Mut(INSIG2)/ | 123,5+43,6 6,1+11
Mut(ADRB3) (N=11) (N=13)
p-Wert 0,937 0,570
Insgesamt 117,5+52,0 6,214
(N=129) (N=136)

Der Vergleich von laborchemischen Parametern des Kohlenhydratstoffwechsels zwischen

Trégern einer kombinierten Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen und Trégern der Wildtyp-

Allele zeigte weder im Gesamtkollektiv noch nach Aufteilung in ein weibliches und ein

méannliches Kollektiv einen signifikanten Unterschied in der Pravalenz von Diabetes mellitus

Typ 2.
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5 Diskussion

5.1 Insulin Induced Gene 2

5.1.1 Bedeutung und bisherige Studienergebnisse

Herbert et al. veroffentlichten 2006, dass eine Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens mit
einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von Ubergewicht vergesellschaftet sei. Die
Forschergruppe verwendete bei ihrer Untersuchung Patientendaten vom National Heart, Lung
and Blood Institute (NHLBI)-Framingham Heart Study (FHS). Die Studienteilnehmer wurden
uber einen Zeitraum von 24 Monaten beobachtet. Die Teilnehmer, die homozygot fur die
rs7566605 CC-Mutation waren, hatten ohne Beriicksichtigung von Geschlecht oder Alter im
Durchschnitt einen um 1 kg/m2 hoéheren BMI. Daraufhin versuchten Herbert et al. ihre
Ergebnisse in weiteren Studienkollektiven zu reproduzieren. In vier von flinf untersuchten
Studienkollektiven lieR sich die in der FHS gefundene Assoziation von Ubergewicht und
einer Mutation 10 kB oberhalb des ersten Exons des INSIG2-Gens reproduzieren, in einer
jedoch nicht. In der KORA-Studie (West-Europdaische Studienteilnehmer aus der N&he von
Minchen/ Deutschland) zeigten homozygote rs7566605 CC-Mutationstrager einen im
Durchschnitt 0,6 kg/m2 héheren BMI als Studienteilnehmer mit einem heterozygoten (GC)
Genotyp oder dem Wildtyp (GG). Die Frequenz des CC-Genotyps war unter den
Ubergewichtigen mit einer héheren Frequenz vertreten als bei den nicht Ubergewichtigen.
Eine Beziehung zwischen einer homozygoten Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens und
einem erhohten BMI wurde ebenfalls in einer Fall-Kontroll-Studie bei Personen aus Polen
und den USA, sowie bei Afro-Amerikanern beobachtet. In einem fiinften von Herbert et al.
untersuchten Studienkollektiv, der Nurses Health Study Kohorte, wurde keine signifikante
Assoziation zwischen der rs7566605-Mutaion und dem BMI gefunden. [31]

Lyon et al. [32] sequenzierten in neun groRen Kohorten aus acht verschiedenen Populationen
verschiedener Volkszugehorigkeiten den rs7566605 SNP 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens.
Sie konnten die von Herbert et al. gefundene Assoziation in finf Kohorten reproduzieren. In
drei Kohorten konnten sie keine Assoziation erkennen. Eine kombinierte Analyse aller
Populationen ergab ebenfalls einen signifikant héheren BMI bei Studienteilnehmern mit einer
homozygoten Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens. Dieses Ergebnis konnte also darauf
hinweisen, dass der Effekt dieser Mutation populationsabhéangig ist.
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Yang et al. [33] versuchten die Ergebnisse in einer chinesischen Subpopulation zu replizieren.
Das Studienkollektiv bestand aus Chinesen aus Beijing und Shanghai. Es konnte keine
Assoziation zwischen der homozygoten Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens und
einem erhohten BMI in der kompletten Kohorte gezeigt werden. In der Kohorte der
Studienteilnehmer aus Shanghai war die homozygote Mutation signifikant mit einem geringen
Anstieg des BMI assoziiert, was die Hypothese stiitzt, dass der Effekt der Mutation
populations- sowie umweltabhangig ist. Hotta et al. [34] konnten eine Assoziation zwischen
der homozygoten Mutation und schwerer Adipositas in einer Fall-Kontroll-Studie an 2403

Japanern zeigen.

Viele andere Forschergruppen versuchten die Ergebnisse zu reproduzieren. Rosskopf et al.
[17] konnten bei einem aus Pommern/ Deutschland stammenden Studienkollektiv keine
Assoziation zwischen dem BMI und einer Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens
feststellen. Sie duBerten jedoch die Vermutung, dass bereits Ubergewichtige Menschen mit der
Mutation ein héheres Risiko als nicht Ubergewichtige mit der Mutation haben, adipds zu
werden. Loos et al. [35] fanden in zwei unabhéngigen Studien ebenfalls keine Assoziation
von Ubergewicht und einer Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens. Ergebnisse eines der
beiden Studienkollektive lieen sogar auf eine inverse Korrelation schlie3en.
Studienteilnehmer mit der homozygoten Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens wiesen
ein signifikant geringeres Gewicht auf als solche ohne oder mit einer heterozygoten Mutation.
Bei Kombination der beiden Studienkollektive konnte allerdings keine signifikante

Assoziation gefunden werden.

Andreasen et al. [36] konnten bei einem von ihnen untersuchten Kollektiv bestehend aus
18014 Danen ebenfalls keine Assoziation von einem erhdhten BMI und einer Mutation 10 kB
oberhalb des INSIG2-Gens feststellen. Die Studienteilnehmer wurden zu ihrer korperlichen
Aktivitat befragt und anhand der Ergebnisse in verschiedene Gruppen eingeteilt. Die
Forschergruppe konnte zeigen, dass korperlich inaktive Studienteilnehmer mit der
homozygoten Mutation einen 1 kg/m? hoheren BMI hatten als korperlich aktive
Studienteilnehmer mit der homozygoten Mutation. Korperlich inaktive an der Studie
teilnehmende Ddnen ohne die untersuchte Mutation hatten dahingegen nur einen um 0,54

kg/m?2 erhdhten BMI im Vergleich mit korperlich Aktiven ohne Mutation.

Orkunoglo-Suer et al.[13] untersuchten bei jungen (durchschnittliches Alter 24 Jahre)
gesunden Amerikanern mittels Magnetresonanztomographie (MRT) die Menge an
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subkutanem Fettgewebe des Oberarms, sowie dessen Veranderung nach einem 12 Wochen
dauernden Trainingsprogramm und suchten nach signifikanten Unterschieden zwischen
Trégern des SNP rs 7566605 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens und Trégern des Wildtyps.
Frauen mit einer homo- oder heterozygoten Mutation zeigten vor Beginn des
Trainingsprogramms signifikant hohere Werte von subkutanem Fettgewebe im Oberarm. Bei
Ménnern lieR sich diese Assoziation nicht reproduzieren. Manner, die die Mutation trugen,
reagierten mit weniger Fettabbau im Muskel auf das 12 Wochen dauernde

Trainingsprogramm als Manner, die keine Mutation trugen.

Reineher et al. [37] untersuchten den Abnahmeerfolg von 293 Ubergewichtigen deutschen
Kindern, die an einem Interventionsprogramm (,,Oberldicks*) teilgenommen hatten, nach
einem Jahr. Kinder, die die homozygote Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens trugen,
hatten nach dem Jahr signifikant weniger Gewicht verloren als Kinder mit einer

heterozygoten oder ohne Mutation.
5.1.2 Untersuchungsergebnisse

5.1.2.1 Polymorphismushaufigkeit

Das in dieser Studie untersuchte adiptse Patientenkollektiv unterschied sich mit einer
Héaufigkeit der Wildtyp-Allele (p=43,8%), der heterozygoten Mutation (p=45,5%) und der
homozygoten Mutation (p=10,7%) in der Genotypenpravalenz kaum von den in der Literatur
publizierten Genotypenhaufigkeiten in einem normalgewichtigen Kollektiv (p(wt)=45,5%,
p(het)=44,4%, p(homo)=10,1%).[17]

Das Fehlen eines vermehrten VVorkommens einer hetero- bzw. homozygoten Mutation in
einem adipdsen Patientenkollektiv spricht gegen die Hypothese, dass eine Mutation im
INSIG2-Gen an der Entstehung der Adipositas beteiligt ist.

5.1.2.2 Body Mass Index

Wie bereits oben beschrieben, veroffentlichten Herbert et al. 2006, dass eine Mutation 10 kB
oberhalb des INSIG2-Gens mit einem erh6hten Risiko fiir die Entwicklung von Ubergewicht
vergesellschaftet sei.[31] Zahlreiche nachfolgende Studien zur Assoziation einer Mutation im
INSIG2-Gen mit erhohtem Body Mass Index zeigten inkonsistente Ergebnisse. Mehrere
Untersuchungen in verschiedenen Populationen stellten eine Assoziation des Polymorphismus
mit einem erhohten Body Mass Index fest. [32], [33] In anderen Studienkollektiven fand sich
dagegen keine solche Assoziation. [17], [35], [12], [36]
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In dem hier untersuchten adipdsen Studienkollektiv konnte kein signifikanter Unterschied im
Body Mass Index zwischen adipdsen Patienten mit und ohne Mutation im INSIG2-Gen
gefunden werden. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass eine alleinige Mutation im INSIG2-Gen
nicht ausreicht, um den BMI signifikant zu erhohen. Daflir scheinen weitere

adipositasbeglinstigende Faktoren von Ndéten zu sein.

So konnten Chu et al. zeigen, dass bei einer kombinierten Mutation im INSIG2- und FTO-
Gen der BMI der Patienten signifikant hoher war, als der von Studienteilnehmern ohne eine
Mutation. [38] Die Forschergruppe untersuchte adipdse (BMI <40 kg/m?) amerikanische
Personen vor einer Roux-en-Y Bypass Operation auf Mutationen im fat mass and obesity
associated gene (FTO) und auf den SNP 10 kB oberhalb des INSIG2 Gens. Sie konnten
zeigen, dass Patienten, die sowohl im FTO-Gen als auch im INSIG2-Gen eine homozygote
Mutation aufwiesen, einen 4 kg/m2 héheren BMI aufwiesen als Personen, die keine Mutation
aufwiesen. Patienten mit einer homozygoten und einer heterozygoten Mutation wiesen einen
um 3 kg/m2 hoheren BMI auf. Die Patientengruppe mit einer homozygoten Mutation im
INSIG2-Gen und dem Wildtyp im FTO-Gen hatte einen 2 kg/m? niedrigeren und die
Patientengruppe mit einer homozygoten Mutation im FTO-Gen und dem Wildtyp im INSIG2-
Gen einen 6 kg/m2 niedrigeren BMI als die Patientengruppe ohne eine der beiden Mutationen.
Diese Ergebnisse stiitzen die Mdoglichkeit, dass Gen-Gen-Interaktionen bei der Entstehung

einer Adipositas eine wichtige Rolle spielen.

5.1.2.3 Fettstoffwechsel

Pollex et al. [39] sequenzierten den SNP 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens bei 2675
Studienteilnehmern aus sechs verschiedenen Populationen und untersuchten eine Assoziation
zwischen dem Vorhandensein einer Mutation und dem Auftreten eines Metabolischen
Syndroms (abdominale Adipositas, arterieller Hypertonus, Hypertriglyceridamie, niedriges
high-density lipoprotein Cholesterin (HDL), erhohter Glucose-Wert). Es konnte keine
signifikante Zunahme fir das Risiko eines Metabolischen Syndroms bei Vorliegen einer
Mutation 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens gefunden werden. Anders als erwartet hatten die
Trager einer homo- oder heterozygoten Mutation ein leicht erniedrigtes Risiko ein

Metabolisches Syndrom zu entwickeln.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Resultaten in dem hier beobachteten adipdsen
Studienkollektiv. Es konnten keine signifikanten Veranderungen in laborchemischen

Parametern des Fettstoffwechsels (Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin,
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Triglyceride, Lipoprotein (a)) gefunden werden. Auch hier lasst sich vermuten, dass eine
alleinige Mutation im INSIG2-Gen nicht ausreicht, um eine signifikante Erhohung der
Parameter des Fettstoffwechsels zu erreichen.

Es lieR sich eine nicht signifikante Tendenz zu erhéhten Gesamtcholesterin- und Triglycerid-
Werten vor allem im weiblichen Kollektiv feststellen. Diese koénnte in einem grof3eren

Patientenkollektiv noch einmal untersucht werden.

5.1.2.4 Kohlenhydratstoffwechsel

Die Ergebnisse dieser Studie an einem adipdsen Patientenkollektiv in Bezug auf
Veranderungen im Kohlenhydratstoffwechsel decken sich mit den Ergebnissen von Pollex et
al [39]. Auch in dem hier untersuchten Studienkollektiv konnten keine signifikanten
Unterschiede von Glukose- und HbAlc-Werten zwischen Patienten mit und ohne Mutation im

INSIG2-Gen gefunden werden.

Das INSIG2-Genprodukt ist wie oben bereits ausfuhrlich beschrieben funktionell in den
Fettstoffwechsel eingebunden. Eine Beeintrachtigung von Werten des
Kohlenhydratstoffwechsels nach Mutation ist also primar auch nicht zu erwarten gewesen.
Ein Anstieg der Werte ware sicherlich nur sekundar im Rahmen der Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 begtinstigt durch die Adipositas zu erwarten gewesen.

5.2 Rs3-Adrenorezeptor-Gen

5.2.1 Bedeutung und bisherige Studienergebnisse

Die erste intrazellulare Schleife der sieben Transmembrandomanen, in der die untersuchte
Mutation liegt, scheint fur die Bewegung des Rezeptors zur Zelloberflaiche und
maoglicherweise auch fur die Bindung an das G-Protein zustdndig zu sein. Eine fehlerhafte
Darstellung des Rezeptors an der Zelloberflache oder beeintrachtigte Signalweiterleitung
durch eine Mutation im Rezeptorgen konnten so zu einer verminderten Lipolyse und
Thermogenese im visceralen Fettgewebe fiihren, was zusammen mit anderen Faktoren die

Entstehung einer Adipositas begunstigen kénnte. [40]

Aufgrund dieser Uberlegungen sequenzierten mehrere Forschergruppen das Gen fiir den Rs-
Adrenorezeptor und untersuchten eine Assoziation zwischen dem Vorhandensein einer
Mutation und der Pravalenz von Ubergewicht sowie deren Begleiterkrankungen wie zum

Beispiel Diabetes mellitus Typ 2.
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Walston et al. [40] untersuchten Pima Indianer, eine Volksgruppe mit einer sehr hohen Rate
an Adiposen und Typ 2 Diabetikern, auf das Vorhandensein einer Mutation im ;-
Rezeptorgen. 31% der untersuchten Personen hatten eine Mutation auf mindestens einem
Allel. Neun Prozent wiesen eine homozygote Mutation auf, 45% waren heterozygot und bei
46% konnte keine Mutation festgestellt werden. Die Prévalenz dieser Mutation ist nur bei
kanadischen Ureinwohnern und Eskimos aus Alaska hoher als bei Pima Indianern. Trotz der
hohen Mutationsrate und der erhéhten Préavalenz fir Typ 2 Diabetes konnte keine signifikante
Assoziation zwischen dem Vorhandensein eines Diabetes und einer Mutation im ADRB3-Gen
gefunden werden. Die Prévalenz von Typ 2 Diabetes bei Patienten mit der homozygoten
Mutation war jedoch geringfligig hoher als bei Personen ohne oder mit der heterozygoten
Mutation. Obwohl das Vorhandensein der Mutation nicht direkt mit einem Typ 2 Diabetes
assoziiert war, war das mittlere Alter bei Erstdiagnose eines Typ 2 Diabetes bei Personen mit
der homozygoten Mutation niedriger als bei Pima Indianern mit heterozygoter oder ohne
Mutation. Personen mit der Mutation erkrankten also im Mittel friher an einem Diabetes
mellitus Typ 2 als Personen ohne Mutation. Waltson et al. konnten ebenfalls zeigen, dass
Pima Indianer mit der homozygoten Mutation einen um 82 Kkcal/Tag und mit der
heterozygoten Mutation einen um 36 kcal/Tag erniedrigten Grundumsatz im Vergleich mit
Pima Indianern ohne Mutation hatten ohne dabei signifikant haufiger adipds zu sein. Die
Studie zeigte, dass in dem untersuchten Kollektiv mannliche Personen, die alter als 45 Jahre
alt waren und gleichzeitig eine homozygote Mutation im ADRB3-Gen aufwiesen signifikant
weniger vertreten waren als in anderen Altersgruppen. Das l&sst die Vermutung zu, dass diese
Personen eventuell durch Langzeitkomplikationen eines bei ihnen friher einsetzenden

Diabetes mellitus Typ 2 vorzeitig verstorben sein kénnten.

Widén et al. [41] untersuchten die Mutation im ADRB3-Gen bei Personen aus Finnland mit
und ohne Diabetes mellitus Typ 2. Die Forschergruppe konnte zwischen den
Studienteilnehmern mit und ohne Diabetes mellitus Typ 2 keinen Unterschied in der Frequenz
der Trp64- und Arg64-Allele feststellen. Studienteilnehmer ohne Diabetes mellitus Typ 2 mit
dem Arg64-Allel hatten ein hoheres Taillen-Huft-Verhaltnis als Nichtdiabetiker ohne eine
Mutation, obwohl ihre Werte fir den BMI und das Korperfett &hnlich waren, ein Indiz dafir,
dass eine Mutation den abdominalen Fettverteilungstyp beglnstigt. Sie hatten ebenfalls einen
hoheren Blutglukosewert, einen hdoheren Insulinspiegel zwei Stunden nach oralem
Glukosetoleranztest sowie einen hoheren Blutdruck. Ebenso wie beim Studienkollektiv von

Waltson et al. wurde auch bei den Finnen mit einer Mutation im ADRB3-Gen ein Diabetes

64



Diskussion

mellitus Typ 2 zu einem signifikant friheren Zeitpunkt diagnostiziert als bei

Studienteilnehmern ohne Mutation.

Clément et al. [20] untersuchten die Mutation im R;-Rezeptorgen in adipésen und
normalgewichtigen Franzosen. Trotz des Unterschiedes im BMI zwischen den
normalgewichtigen und adipdsen Franzosen, war die Allelfrequenz der Mutation in beiden
Gruppen dhnlich. Es zeigte sich also keine direkte Korrelation zwischen einer Mutation und
der Entwicklung einer Adipositas. Der mittlere BMI, das mittlere Gewicht sowie die mittlere
Gewichtszunahme in 25 Jahren der adipdsen Patienten mit Mutation waren geringfligig héher
als das der adip6sen Studienteilnehmer ohne Mutation. Die Ahnlichkeit der Allelfrequenzen
der Mutation in den zwei Gruppen (adipds vs. normalgewichtig) weist darauf hin, dass das
Gen in der Adipositasentwicklung keine tragende Rolle hat. Es kdnnte aber in Kombination

mit anderen Risikofaktoren zu dessen Entstehung beitragen.

Nach diesen drei initialen Arbeiten zur Bedeutung der Mutation im ADRB3-Gen versuchten
andere Forschergruppen die Ergebnisse von Walston et al., Widén et al. und Clément et al. zu

reproduzieren.

Tchernof et al. [42] konnten zeigen, das Ubergewichtige postmenopausale Frauen mit einer
Mutation im ADRB3-Gen wahrend eines 13 Monate dauernden Abnahmeprogramms um 43%
weniger viscerales Fettgewebe verloren als die Studienteilnehmer ohne eine Mutation, wobei
Tréager und Nichttrager der Mutation durch das Abnahmeprogramm jeweils etwa die gleiche
Menge an Korpergewicht und Korperfett verloren. Eine Mutation des vor Allem im visceralen
Fettgewebe vorkommenden Rs-Adrenorezeptors konnte also dazu fiihren, dass trotz
niedrigkalorischer Ernahrung weniger Fettgewebe abgebaut wird als bei Personen ohne
Mutation. Miyaki et al. [23] konnten in einer Studie an jungen gesunden japanischen Ménnern
zeigen, dass Personen mit einer Mutation im ADRB3-Gen, die pro Tag zu viele Kalorien zu
sich nehmen, starker an Gewicht zunehmen als sich tbererndhrende Studienteilnehmer ohne
die Mutation. Eine angemessene Erndhrung in Kombination mit der Mutation schien dagegen
das Risiko adipds zu werden starker zu reduzieren als eine angemessene Ernahrung bei

Personen ohne Mutation.

Andere Forschergruppen konnten die Ergebnisse von Walston et al., Widén et al. und
Clément et al. nicht reproduzieren. Gagnon et al. [43] konnten in zwei Studienkollektiven aus
Schweden und aus dem Québec keine Assoziation zwischen dem BMI, dem Korperfettanteil,

dem Grundumsatz, Risikofaktoren fir Diabetes und kardiovaskuldre Erkrankungen, der
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Gewichtszunahme nach 12 Jahren und einer Mutation im ADRB3-Gen feststellen. Nagase et
al. [44] stellten in einer longitudinalen Studie an japanischen Mannern keinen signifikant
unterschiedlichen Gewichtsverlauf zwischen Studienteilnehmern mit und ohne Mutation fest.
Sie nahmen deshalb an, dass andere genetische Faktoren, das Verhalten sowie

Umweltfaktoren einen méglichen Effekt der Genmutation maskieren kénnten.
5.2.2 Untersuchungsergebnisse

5.2.2.1 Polymorphismushaufigkeit

Das in dieser Studie untersuchte adipdse Patientenkollektiv unterschied sich mit einer
Mutationsfrequenz des ADRB3-Gens von 9,4% nicht von der in der Literatur publizierten
Mutationsh&ufigkeit von 8-10% bei weilen Amerikanern und Européern. Die Prévalenz der
Mutation ist dabei wie oben bereits beschrieben stark populationsabhangig mit einer
maximalen Mutationshaufigkeit von 40% bei kanadischen Oji-Cree und Eskimos aus Alaska.
[22], [23]

Das Fehlen einer erhohten Mutationsfrequenz in  dem untersuchten adipdsen
Patientenkollektiv spricht gegen die Hypothese, dass eine Mutation im INSIG2-Gen an der
Entstehung der Adipositas beteiligt ist.

Diese Annahme deckt sich mit den Resultaten einer Studie von Clément et al. [20]. Die
Forschergruppe verglich die Prévalenz der Mutation im Rs-Rezeptorgen in adipdsen und
normalgewichtigen Franzosen. Trotz eines Unterschiedes im BMI war die Allelfrequenz der
Mutation in beiden Gruppen &hnlich. Es zeigte sich also, dhnlich wie in dem hier untersuchten
Kollektiv, keine direkte Korrelation zwischen einer Mutation und der Entwicklung einer
Adipositas.

5.2.2.2 Body Mass Index

Mitchell et al. [21] untersuchten den Effekt der Mutation im Rs;-Rezeptorgen in einer
Geschwisterpaar-Analyse. Das Vorhandensein der Mutation war assoziiert mit einem um 3
kg/m2 erhohten BMI, einer 6,6 kg hoheren Korperfettmasse und einem 75 mm groReren
Taillendurchmesser. Oizumi et al.[45] konnten in einem japanischen Studienkollektiv zeigen,
dass die homozygote Arg/Arg-Mutation im Gegensatz zu der heterozygoten Trp/Arg-
Mutation im [;-Adrenorezeptorgen mit dem vermehrten Vorkommen von Adidopsitas und

einem Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert ist. Studienteilnehmer mit der homozygoten
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Mutation hatten einen htheren BMI sowie einen héheren Korperfett-Anteil als solche mit der

heterozygoten oder ohne die Mutation.

Die drei initialen Arbeiten Uber die Assoziation einer Mutation im ADRB3-Gen und der
Entwicklung von Adipositas an Pima Indianern (Walston et al. [40]), Finnen (Widén et al.
[41]) und Franzosen (Clément et al. [20]) konnten wie auch das hier untersuchte adipdse
Studienkollektiv keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Body Mass Index bei

Patienten mit bzw. ohne Mutation zeigen.

Aufgrund der bei Europdern niedrigen Mutationsfrequenz des ADRB3-Gens konnten in dem
hier untersuchten adipésen Studienkollektiv nur wenige homozygote Mutationen
nachgewiesen und verglichen werden, so dass die homo- und heterozygoten Mutationen in
einer Gruppe zusammengefasst wurden. Die Tatsache, dass die Mutationsfrequenz in
normalgewichtigen und adipésen Kollektiven nahezu identisch ist, spricht gegen eine starke

alleinige Beteiligung der ADRB3-Mutation an der Entstehung der morbiden Adipositas.

In Kombination mit anderen die Adipositasentstehung begunstigenden Mutationen kénnte ein
verédndertes ADRB3-Gen jedoch zu einem erhohten BMI flihren. Hsueh et al. [46]
sequenzierten in einem mexikanischen Studienkollektiv zwei verschiedene single nucleotid
polymorphism (SNP) im Rs;-Adrenorezeptorgen und im Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-y2 Gen (PPARy2) um eine Assoziation mit Adipositas zu untersuchen. Sie konnten
keine Assoziation des ADRB3-Gens mit Adipositas nachweisen, eine Mutation im PPARy2-
Gen war jedoch mit einer Adipositas vergesellschaftet. Anhand einer Untersuchung der
Studienteilnehmer, die sowohl im ADRB3-Gen als auch im PPAR2y-Gen eine Mutation
aufwiesen konnte gezeigt werden, dass diese Personen einen signifikant héheren BMI
aufwiesen als Studienteilnehmer ohne Mutation aber auch als Studienteilnehmer mit nur einer
isolierten Mutation im PPARy2-Gen. Die Forschergruppe schlussfolgerte also, dass Gen-Gen-
Interaktionen und Mutationen in mehreren Kandidatengenen einen additiven Effekt haben und
damit eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Adipositas spielen kdnnten. Zum gleichen
Ergebnis kamen Evans et al. [47] bei einer Studie an Adipdsen vor bariatrischer Chirurgie,

endokrinologischen Patienten und Blutspendern aus Deutschland.

5.2.2.3 Fettstoffwechsel

Clement et al. [48] sowie Hao et al. [22] stellten einen geschlechtsspezifischen Unterschied

bei einer ADRB3-Mutation fest. Die Forschergruppe um Clement konnte zeigen, dass der
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BMI, die Gewichtszunahme nach dem 20. Lebensjahr und das maximal erreichte Gewicht bei
franzésischen Frauen mit einer Mutation im ADRB3-Gen signifikant héher waren als bei
Studienteilnehmern ohne diese Mutation. Dieser Trend konnte bei mannlichen
Studienteilnehmern nicht gezeigt werden. Hao et al. beschrieben einen gegenteiligen Effekt.
Bei der Untersuchung eines chinesischen Studienkollektivs mit arteriellem Hypertonus
zeigten Manner mit einer homozygoten Mutation im ADRB3-Gen einen um durchschnittlich
3,7 kg/m? hoheren BMI und ein um durchschnittlich 11,8 kg hoheres Gewicht als
Studienteilnehmer ohne die Mutation. Ein solcher Effekt konnte bei den weiblichen Patienten

nicht festgestellt werden.

Auch in der hier untersuchten Gruppe von adipdsen Patienten konnte ein
geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden, dieser zeigte sich im Gegensatz zu
Clement et al. und Hao et al. jedoch nicht durch einen erhéhten BMI sondern in Form von
Veranderungen des Fettstoffwechsels. Im Gesamtkollektiv lielen sich signifikant niedrigere
Gesamtcholesterin- (p=0,011) und LDL-Cholesterin (p=0,040)-Werte nachweisen. Nach
Unterteilung in geschlechtsspezifische Untergruppen war dieser signifikante Unterschied nur
noch bei den Frauen (p(Gesamtcholesterin)<0,001; p(LDL-Cholesterin)<0,001)
nachzuweisen, bei den Ménnern zeigte sich sogar eine nicht signifikante Tendenz (p>0,05) zu
erhdhten Gesamtcholesterin- und LDL-Cholesterinwerten, allerdings konnten aufgrund der
zahlenmaRig niedrigeren mannlichen Beteiligung an der Studie und der niedrigen
Mutationsfrequenz  leider nur wenige mannliche Teilnehmer in die Auswertung

eingeschlossen werden.

Andere Forschergruppen konnten keinen Effekt auf Parameter des Fettstoffwechsels
feststellen: Matsushita et al.[49] untersuchten eine japanische Studienpopulation tber einen
Zeitraum von 10 Jahren. Sie konnten keine Assoziation zwischen einer vorhandenen Mutation
im ADRB3-Gen und einer verstarkten Gewichtszunahme, einem erhéhten BMI, erhdhtem
Blutdruck, Diabetes mellitus Typ 2 oder erh6hten Cholesterinwerten erkennen, woraufhin die
Forschergruppe schloss, dass die Trp64Arg-Mutation keinen oder wenn nur einen kleinen
Einfluss auf das Korpergewicht und den BMI in der japanischen Bevdlkerung habe. Sun et
al.[50] konnten genauso wie Nagase et al. in einer Gruppe Japaner keine Assoziation
zwischen einer Mutation im ADRB3-Gen und Adipositas finden. Auch bei japanischen
Patienten mit einer Schizophrenie als Grundkrankheit lie3 sich keine Assoziation zwischen
einer Mutation im ADRB3-Gen und Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2,
Dyslipoproteindmien sowie arteriellem Hypertonus feststellen.[51]
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Vor Beginn der Studie war aufgrund der funktionellen Einbindung des ADRB3-Genproduktes
in die Regulation des Fettstoffwechsels am ehesten mit einer Erh6hung der Laborparameter
gerechnet worden. Der Atiologie dieser Werte konnte in einer nachfolgenden Studie auf den

Grund gegangen werden.

5.2.2.4 Kohlenhydratstoffwechsel

Wie oben bereits beschrieben scheint eine Mutation im ADRB3-Gen mit einer erhohten
Erkrankungsrate und einem friheren Erkrankungsbeginn an Diabetes mellitus Typ 2
vergesellschaftet zu sein. (Walston et al. [40], Widén et al. [41], Clément et al. [20])

Jedoch konnte diese Assoziation nicht in allen Studienkollektiven repliziert werden: Hegele et
al. [52] untersuchten den Effekt der Mutation im ADRB3-Gen bei Oji-Cree, Ureinwohnern
Kanadas, die die bisher hochste nachgewiesene Mutationsrate im Rs-Adrenorezeptorgen
(40%) aufweisen. Die Forschergruppe konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem
Vorhandensein einer Mutation und einem Diabetes mellitus Typ 2 sowie einer Adipositas
feststellen, woraus sie schloss, dass eine Mutation im ADRB3-Gen keine tragende Rolle bei
der Entstehung von Adipositas oder Diabetes mellitus Typ 2 bei diesen Ureinwohnern
Kanadas haben konne. Buettner et al.[53] untersuchten die Pravalenz der Arg64-Mutation in
einem deutschen Studienkollektiv und scheiterten bei der Suche nach einer mdglichen
Assoziation mit einer metabolischen Funktionsstérung wie zum Beispiel Adipositas, Diabetes
mellitus Typ 2, Dyslipoproteindmien oder arteriellem Hypertonus, weshalb auch diese
Forschergruppe der Meinung ist, dass eine Mutation im ADRB3-Gen keine tragende Rolle bei

der Entstehung einer Adipositas und eines metabolischen Syndroms haben kénne.

Auch in dem hier untersuchten adipésen Studienkollektiv konnte keine Assoziation zwischen
laborchemisch verdnderten Parametern des Kohlenhydratstoffwechsels (Glukose-Wert,
HbAlc-Wert) und einer Mutation im ADRB3-Gen festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch
eine nicht signifikante Tendenz zu erhohten Glukosewerten im Gesamt- sowie im weiblichen
Kollektiv. Bei den untersuchten mannlichen Patienten war eine solche Tendenz nicht zu

beobachten.
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5.3 Gen-Gen Interaktion Insulin Induced Gene 2 und R;-Adrenorezeptor-
Gen

5.3.1 Untersuchungsergebnisse

5.3.1.1 Polymorphismushéaufigkeit

Da aufgrund des Kkleinen Studienkollektivs in Kombination mit einer niedrigen
Mutationshéufigkeit im ADRB3-Gen bei weillen Amerikanern und Européern nur eine
geringe Anzahl an homozygoten Mutationen in dem hier untersuchten adipdsen
Studienkollektiv detektiert werden konnte, wurden fiir die statistische Analyse alle Patienten
mit einer hetero- und homozygoten Mutation in einer gemeinsamen Gruppe

zusammengefasst.

Von den 556 in dieser Studie untersuchten adipdsen Personen konnte bei 509 Personen
sowohl das INSIG2- als auch das ADRB3-Gen erfolgreich auf die jeweilige Mutation
untersucht werden. Bei 187 Studienteilnehmern (36,7%) konnte weder im INSIG2- noch im
ADRB3-Gen eine Mutation gefunden werden. Bei 230 Personen (45,2%) war eine
Kombination aus Mutation im INSIG2-Gen und Wildtyp-Allelen im ADRB3-Gen zu finden.
40 Personen (7,9%) wiesen eine Kombination aus Wildtyp-Allelen im INSIG2-Gen und einer
Mutation im ADRB3-Gen auf und bei 52 Patienten (10,2%) konnte in beiden Genen die

untersuchte Mutation gefunden werden.

Wie oben bereits berichtet wichen die einzelnen Allelfrequenzen in den beiden untersuchten
Genen des adiposen Studienkollektivs nicht von den jeweiligen Haufigkeiten in
normalgewichtigen Studienkollektiven ab. [22], [23], [17]

In der Literatur lieBen sich keine Studien zu der hier untersuchten Gen-Kombination finden,
so dass ein Vergleich der kombinierten Polymorphismushaufigkeiten hier leider nicht moglich

ist.
5.3.1.2 Body Mass Index

Verschiedene Forschergruppen konnten zeigen, dass Gen-Gen-Interaktionen von
Kandidatengenen eine Adipositasentwicklung unterstiitzen. Hsueh et al. [46] untersuchten den
Effekt einer kombinierten Mutation im ADRB3- und PPARy2-Gen auf den Body Mass Index.
Dabei konnten sie zeigen, dass eine alleinige Mutation im ADRB3-Gen zu keinem

signifikanten Anstieg des BMI fiihrt, eine kombinierte Mutation in beiden Genen war jedoch
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mit einem signifikant hoheren BMI vergesellschaftet. Chu et al. [38] beobachteten die
Auswirkungen einer kombinierten Mutation im INSIG2- und FTO-Gen auf den Body Mass
Index. Dabei fiel auf, dass der BMI bei kombinierter Mutation signifikant hoher war als bei

den Patienten ohne Mutation.

In dem hier untersuchten Studienkollektiv l&sst sich solch eine additive Wirkung einer Gen-
Gen-Interaktion nicht nachweisen. Weder die einzelne Mutation in einem der beiden
untersuchten Gene noch die kombinierte Mutation in beiden Genen flihrten zu einem
signifikant veranderten Body Mass Index in der untersuchten adiposen Gruppe. Dieses kdnnte
dafiir sprechen, dass sowohl der einzelne als auch der kombinierte Effekt der Mutationen zu
gering ist um ihn in diesem kleinen Studienkollektiv zu erkennen. In dem hier untersuchten
Kollektiv kdnnte es aufgrund des ohnehin schon erhdhten Korpergewichts schwieriger als bei

einem normalgewichtigen Kollektiv sein, einen sehr kleinen Effekt zu detektieren.

5.3.1.3 Fettstoffwechsel

Bei der Analyse einer kombinierten Mutation im INSIG2- und ADRB3-Gen zeigten sich, wie
auch bei der Analyse einer alleinigen Mutation im ADRB3-Gen, geschlechtsspezifische
Unterschiede. Die Betrachtung des Gesamtkollektivs zeigte bei den Patienten mit einer
Mutation im ADRB3-Gen in Kombination mit den Wildtyp-Allelen im INSIG2-Gen einen
signifikant niedrigeren Gesamt- (p=0,010) und LDL-Cholesterinwert (p=0,025). Bei einer
kombinierten Mutation in beiden untersuchten Genen lieR sich eine solche Beziehung im
Gesamtkollektiv nicht feststellen (p>0,05).

Aufgeteilt nach Geschlecht fand sich bei der Untersuchung aller weiblicher Studienteilnehmer
sowohl bei der Kombination Mutation im ADRB3-Gen und Wildtyp-Allele im INSIG2-Gen
sowie bei einer kombinierten Mutation in beiden untersuchten Genen ein signifikant
niedrigerer Gesamt- und LDL-Cholesterinwert. Die Werte waren bei einer kombinierten
Mutation in beiden untersuchten Genen dabei weniger stark erniedrigt als bei der
Kombination aus Mutation im ADRB3-Gen und Wildtyp im INSIG2-Gen verglichen mit den

Wildtyp-Allelen in beiden untersuchten Genen.

Bei der Untersuchung des ménnlichen Kollektivs liel} sich eine solche Beziehung nicht
feststellen. Wéhrend bei der Kombination aus Mutation im ADRB3-Gen und Wildtyp-Allelen
im INSIG2-Gen nicht signifikant erniedrigte Werte fir Gesamt- und LDL-Cholesterin zu

finden waren, zeigte sich im Gegensatz zum weiblichen Kollektiv bei einer kombinierten
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Mutation der untersuchten Gene sogar eine nicht signifikante Tendenz zu erhdhten
Gesamtcholesterin- (p=0,244) und LDL-Cholesterinwerten (p=0,084).

Bei der Kombination aus Mutation im INSIG2-Gen und Wildtyp-Allelen im ADRB3-Gen
lieRen sich keine signifikanten Verdnderungen der untersuchten Parameter des
Fettstoffwechsels feststellen.

Wie bereits oben beschrieben scheint die untersuchte Mutation im ADRB3-Gen mit einer
geschlechtsspezifischen (weiblich > mannlich) Absenkung bestimmter Parameter des
Fettstoffwechsels vergesellschaftet zu sein. Dieser Effekt wird durch eine gleichzeitige
Mutation im INSIG2-Gen abgeschwacht, so dass im Gesamtkollektiv keine signifikante
Verénderung von Gesamt- und LDL-Cholesterinwerten mehr festzustellen war, sich der
Effekt im weiblichen Kollektiv vermindert darstellte und im mannlichen Kollektiv sogar eine
Tendenz zu erhéhten Werten zu beobachten war. Leider konnte aufgrund von geringer
Mutationsfrequenz im ADRB3-Gen bei Europdern und einem geringen Anteil méannlicher
Studienteilnehmer nur ein kleines Kollektiv mit einer alleinigen oder kombinierten Mutation
im ADRB3- bzw. INSIG2-Gen untersucht werden.

Eine Mutation im INSIG2-Gen koénnte also in Kombination mit anderen relevanten

Mutationen zu einer Erhéhung der Gesamt- und LDL-Cholesterinwerte fiihren.

Solch eine Vermutung &uferten auch schon Hall et al.[12] in Bezug auf den Body Mass
Index. Sie konnten bei einer Untersuchung an in England lebenden 1428 Mitgliedern aus 248
Familien ebenfalls keine Assoziation zwischen einer Mutation im INSIG2-Gen und einer
Veranderung des BMI feststellen. Hall et al. stellten die Vermutung auf, dass ein Effekt des
SNP 10 kB oberhalb des INSIG2-Gens nur bei Menschen zu finden ist, die aufgrund anderer
genetischer Veranderungen oder Umweltfaktoren fiir die Entwicklung einer Adipositas
pradisponiert sind.

Der Effekt einer alleinigen Mutation im INSIG2-Gen scheint in einem schon adipdsen
Kollektiv zu gering zu sein, um signifikant nachweisbar zu werden. Durch Gen-Gen-

Interaktionen scheint sich dieser Effekt allerdings zu demaskieren.

5.3.1.4 Kohlenhydratstoffwechsel

Die Untersuchung der alleinigen Mutation im INSIG2-Gen erbrachte weder bei hetero- noch

homozygoter Mutation signifikant verénderte Glukose- oder HbAlc-Werte. Auch eine
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Mutation im ADRB3-Gen war in dem hier untersuchten adipdsen Studienkollektiv nicht mit

einer signifikanten Veranderung des Glukose- oder HbAlc-Wertes vergesellschaftet.

Bei Untersuchung einer kombinierten Mutation im INSIG2- und ARB3-Gen konnten
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede des Glukose- oder HbAlc-Wertes festgestellt

werden.

Da sowohl die einzelnen Mutationen als auch die Kombination der Mutationen die hier
untersuchten Parameter des Kohlenhydratstoffwechsels (Glukose-Wert, HbAlc-Wert) nicht
signifikant beeinflussen, kann davon ausgegangen werden, dass in einem adipésen Kollektiv
die hier untersuchten Mutationen keine wesentliche Rolle in der Entstehung eines Diabetes

mellitus Typ 2 spielen.
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6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Zahlreiche Veroffentlichungen berichten ber einen Zusammenhang zwischen genetischen
Polymorphismen und der Entwicklung bzw. der Ausprdgung von Adipositas,
Dyslipoproteindmien und Diabetes mellitus Typ 2.

Ziel dieser Doktorarbeit war die Untersuchung der Auswirkung genetischer Veranderungen in
zwei Kandidatengenen (INSIG2, ADRB3) auf den Body Mass Index sowie Parameter des
Fett- und Kohlenhydratstoffwechsels in einem adipdsen Patientenkollektiv.

Insgesamt wurden 556 Probanden (402 Frauen und 154 Ménner) in die Studie eingeschlossen,
die im Mittel 42,3 Jahre alt waren, im Durchschnitt einen BMI von 43,4 kg/m2, einen
Gesamtcholesterinwert von 201,5 mg/dl, einen LDL-Cholesterinwert von 112,1 mg/dl, einen
HDL-Cholesterinwert von 50,8 mg/dl, einen Triglyceridwert von 197,1 mg/dl, einen
Lipoprotein (a)-Wert von 24,6 mg/dl, einen Glukosewert von 105,7 mg/dl und einen HbAlc-

Wert von 5,9 % aufwiesen.

Mittels  Polymerasekettenreaktion, Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus und

Gelelektrophorese wurden die Polymorphismen im INSIG2- und ADRB3-Gen untersucht.

Der untersuchte Polymorphismus im INSIG2-Gen war nicht signifikant mit einer
Veranderung des BMI oder Parametern des Fett- oder Kohlenhydratstoffwechsels assoziiert.
Studienteilnehmer mit einer Mutation im ADRB3-Gen wiesen einen signifikant niedrigeren
Gesamt- und LDL-Cholesterinwert auf als Studienteilnehmer ohne eine solche Mutation,
wobei dieser Effekt geschlechtsspezifisch nur bei den weiblichen Patienten nachweisbar war.
Die kombinierte Untersuchung beider Polymorphismen zeigte bei Patienten mit einer
Mutation im ADRB3-Gen und den Wildtyp-Allelen im INSIG2-Gen signifikant erniedrigte
Gesamt- und LDL-Cholesterinwerte. Nach Geschlecht aufgeteilt lie? sich dieser signifikante
Unterschied ebenfalls nur im weiblichen Kollektiv nachweisen. Er zeigte sich, wenn auch
geringer ausgepragt, ebenfalls bei kombinierter Mutation in beiden Genen. Im mannlichen
Kollektiv fiel eine nicht signifikante Tendenz zu erhéhten Gesamt- und LDL-
Cholesterinwerten bei kombinierter Mutation in beiden Genen auf. Signifikante

Verénderungen des Kohlenhydratstoffwechsels waren nicht festzustellen.
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Abkulrzungsverzeichnis

ADP
ADRB1
ADRB2
ADRB3
ApoA
ApoB
ApoE
Arg
ATP

BMI

bp

cCAMP
CK
cm
CRP
dl
DNA
dNTP
EDTA
FHS
FTO

GDP

Adenosindiphosphat
B:-Adrenorezeptor
B.-Adrenorezeptor
Bs-Adrenorezeptor
Apolipoprotein A

Apolipoprotein B

Apolipoprotein E

Arginin

Adenosintriphosphat

Body Mass Index

Basenpaare

Cytosin

cyclisches Adenosinmonophosphat
Kreatinkinase

Zentimeter

C-reaktives Protein

Deziliter

Deoxyribonucleinsaure

Desoxy Nucleosidtriphosphat
Ethylenediamine - tetraacetic acid
Framingham Heart Study

fat mass and obesity associated gene

Guanosindiphosphat
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yGT gamma-Glutamyl-Transferase

GOD Glukoseoxidase

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
GSTel03 telefonischer Gesundheitssurvey von 2003
GTP Guanosintriphosphat

HbAlc HéamoglobinAlc

HDL High Density Lipoprotein

het heterozygot

HMG-CoA-Reduktase 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase
homo homozygot

HPLC Hochdruckflussigkeitschromatographie
IDF International Diabetes Federation
INSIG1 Insulin Induced Gene 1

INSIG2 Insulin Induced Gene 2

kB Kilobasen

kcal Kilokalorien

kg Kilogramm

KHK koronare Herzkrankheit

I Liter

LDL Low Density Lipoprotein

Lpa Lipoprotein (a)

m Meter

pl Mikroliter

mg Milligramm
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min
mmol
MRT
Mut
NCEP/ATPIII
NHLBI
OGTT
PCOS
PCR

pm
PPARYy2
RFLP

nm

SCAP

SNP
SRE
SREBP
Trp

TSH

WHO
WHR

wt

Minute

Millimol

Magnetresonanztomographie

Mutation

national Cholesterol Education Program/ Adult Education Panel
national Heart, Lung and Blood Institude

oraler Glukosetoleranztest

Polycystisches Ovarialsyndrom
Polymerasekettenreaktion

picomol

Peroxisome Proliferator Activated Receptor y-2 Gen
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus
rounds per minute

Sekunde

Sterol responsive Element Bindungsprotein cleavage activating

protein

single nucleotide polymorphism

Sterol responsive Element

Sterol responsive Element Bindungsprotein
Tryptophan

Thyroidea stimulierendes Hormon

Unit

Weltgesundheitsorganisation
Waist-Hip-Ratio (Huft-Taillen-Verhéltnis)

Wildtyp
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