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1. Einleitung

1.     Einleitung

1.1. Allgemeine Einführung

Die durch Atherosklerose entstehenden Krankheitsbilder Koronare Herzkrankheit,
Herzinfarkt und Apoplex führen neben den Krebserkrankungen die durch Krankheiten
verursachte Letalität und Morbidität in den Industrienationen an und sind deswegen
Schwerpunkt medizinischer Forschung. Die Aufklärung dieser Gesundheitsprobleme ist
volksökonomisch sinnvoll.
Risikofaktoren zur Entwicklung einer Atherosklerose sind Nikotinabusus, fettreiche und
hochkalorische Ernährung, Streß, das Alter, das männliche Geschlecht, körperliche Inaktivität
und einige klassische Erkrankungen des Alters wie Hypertonus, Diabetes mellitus,
Dyslipoproteinämie ( hohe TG, niedriges HDL sowie Hypercholesterinämie ) und Adipositas.
Diese Risikofaktoren sind seit der epidemiologischen Framingham Studie anerkannt [28 72].
Einige dieser Atherosklerose prädisponierenden Erkrankungen wie Koronare Herzkrankheit,
Myokardinfarkt ( MI ), Hypertonus und Diabetes mellitus Typ II treten in manchen Familien
gehäuft auf. Sie werden als polygen angesehen, also verursacht durch multiple genetische
Faktoren an unabhängigen Genorten, da sie im allgemeinen nicht den Mendelschen Gesetzen
folgen. Später wurde auch noch die Bezeichnung multifaktoriell hinzugefügt, um den
vielfältigen Faktor Umwelt mit einzubeziehen [46 115]. Es sind also polygene Erkrankungen
durch multiple interagierende Gene, die in ihren besonderen Konstellationen ein genetisches
Risiko bergen, im Zusammenhang mit bestimmten Umweltfaktoren die Erkrankung zu
begünstigen oder gar auszulösen. Eine genetische Prädisposition im Sinne einer genetischen
Variante kann die Sensibilität für Risikofaktoren wie z.B. Alkohol, Nikotin und
hochkalorische Ernährung potenzieren und auf diese Weise eine genetische Determination für
die Erkrankung darstellen. Daher wird in der Therapie und Prävention solcher Erkrankungen
der Ausschluß dieser Risikofaktoren immer von entscheidender Bedeutung sein.

Alle diese Gegebenheiten erschweren die Erkenntnis, ob ein neu entdeckter
Polymorphismus eine Krankheit begünstigt oder gar verursacht, enorm. Im Gegensatz zu den
monogenen Krankheiten, bei denen vielleicht einfache Stammbaumanalysen Aufklärung
bringen, sind polygene multifaktorielle Krankheiten nicht problemlos mit einem
Polymorphismus zu assoziieren, da Umwelteinflüsse und Interaktionen auf genetischer Ebene
schwer zu erfassen sind. Gängiger Weise bedient man sich heute der Assoziationsstudien,
wobei Polymorphismen innerhalb eines Kandidatengens im Verhältnis zum Wildtyp in einem
größeren Kollektiv untersucht und statistisch analysiert werden. Diese Methode wurde auch in
dieser Arbeit verfolgt. Allerdings muß zwischen Assoziation und der zufälligen Kopplung
einer Variation mit dem Phänotyp unterschieden werden, damit sich keine Fehler in der
Interpretation einschleichen [149].

Als Kandidatengen für eine Assoziationsstudie mit Hinblick auf Atherosklerose
prädisponierende Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ II oder Dyslipidämie würde z.B.
ein Gen in Frage kommen, welches den Lipid- oder Glukosestoffwechsel
reguliert. Ein Polymorphismus in einem solchen Gen würde sich durch Symptome
offenbaren, die mit der Funktion bzw. Dysfunktion der beeinflußten Gene und Proteine im
Zusammenhang stehen.
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Eine Familie nukleärer Transkriptionsfaktoren mit dem Namen Peroxisomen Proliferator-
aktivierte Rezeptoren ( PPAR ), von denen gegenwärtig die drei Subtypen α, β/δ ( ehemals
als NUC-1 oder FAAR benannt ) und γ bekannt sind, stellen ein wichtiges Bindeglied in der
Lipid- und Glukosehomöostase dar [99 112 114 118]. Diese nukleären Rezeptoren regulieren
die Lipid- und Glukosehomöostase durch Regulation der Expression von Genen des Glukose-
sowie des intra- und extrazellulären Lipidstoffwechsels. Ferner sind sie an der Adipogenese
beteiligt [43 108 113 114 118]. Als durch Fettsäuren aktivierte nukleäre Rezeptoren sind sie
in diesem Zusammenhang besonders interessant.
Die Gruppe der synthetischen Thiazolidinedione ( TZD ) und der N-Aryl-Tyrosine [11] und
Isoxazolidinedione [81] stellen hoch selektive Liganden von PPAR γ dar. TZD ziehen eine
deutlich verbesserte Insulin Sensibilität und Blutzucker senkende Wirkung nach sich [58 76
109]. Offensichtlich wird dieser Effekt durch PPAR γ moduliert, sollte kein unbekanntes
Protein durch diese Substanzen beeinflußt werden [139]. Insofern ist der Peroxisomen
Proliferator-aktivierte Rezeptor γ ein geeignetes und interessantes Kandidatengen.
Seit der ersten gelungenen Klonierung durch Issemann I et Green S [60] sind die PPAR's
bereits Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten im Hinblick auf die erwähnten
Erkrankungen gewesen. Andere Schwerpunkte der PPAR Forschung sind die direkte
Beteiligung von PPAR's an der Atherogenese  [107 108] sowie die potentielle Fähigkeit einer
Transdifferenzierung maligner Zellen durch synthetische PPAR γ Agonisten [31 43 66 70 90
91 108 110].

1.1.1.  Der Glukosestoffwechsel

Der Stoffwechsel der Glukose beginnt nach der Hydrolyse der Kohlenhydrate und der
nachfolgenden Resorption über die Darmmukosa mit der Aufnahme der Glukose aus dem
Blut durch die Hepatozyten und andere Zellen in der Peripherie. Die intrazelluläre
Aktivierung für den weiteren Stoffwechsel stellt die Phosphorylierung der Glukose zu
Glukose-6-Phosphat ( G-6-P ) durch die Hexokinase oder die hepatische Glukokinase dar.
Von diesem Ausgangsprodukt aus sind verschiedene Stoffwechselwege in Abhängigkeit der
physiologischen oder pathologischen situativen Rahmenbedingungen möglich. Die
physiologischen Rahmenbedingungen des Glukosestoffwechsels werden besonders durch die
Hormone Insulin und Glukagon geprägt. G-6-P kann z.B. als Glykogenpolymer in der Leber
oder im Muskel gespeichert werden. Die Muskulatur kann einmal aufgenommene Glukose
nicht mehr in die Peripherie abgeben, da in der Muskulatur keine G-6-P-Phosphatase
exprimiert wird.
Der Abbau des G-6-P zu Pyruvat stellt den wesentlichen Abbauprozeß der Glukose dar,
Pyruvat wird dann dem oxidativen Abbau im Citratzyklus zugeführt oder unter anaeroben
Verhältnissen zu Laktat abgebaut. Das v.a. in der Muskulatur entstandene Laktat kann wieder
ins Blut abgegeben und in der Leber der Glukoneogenese zugeführt werden ( Cori-Zyklus ).
Die Regulation der Glykolyse und der Glukoneogenese muß der Stoffwechselsituation zur
Aufrechterhaltung eines konstanten Blutzuckerspiegels stets angepaßt sein. Hierzu dienen
hormonelle Regulationsmechanismen der einzelnen Enzyme des Glukosestoffwechsels auf
Transkriptionsebene ( der nukleäre Transkriptionsfaktor PPAR γ z.B. reguliert die Expression
der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase als Schrittmacherenzym der Glukoneogenese [128] )
sowie die direkte allosterische Produkt-Enzym Hemmung ( Die Reaktionsrichtung der
Laktatdehydrogenase ist abhängig von der Konzentration des Substrates und des Produkts ).
Auch Phosphorylierungen einzelner Enzyme durch cAMP oder ATP-abhängige
Proteinkinasen sind bekannt ( siehe z.B. die regulativen Enzyme der Phosphorylasen beim
Glykogenabbau, die sogenannten Phosphorylase-Kinasen ).
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G-6-P kann auch in den Pentosephosphatzyklus eintreten. Der Pentosephosphatweg ist eine
wichtige Quelle der NADPH+H-Synthese und der Ribosephosphatsynthese. Ribosephosphate
sind wiederum Ausgang der Synthese von Nukleinsäuren, Nucleotiden, Purinen und
Pyrimidinen  [15].

1.1.2.  Der Lipidstoffwechsel

Der Lipidstoffwechsel wird in einen exogenen und einen endogenen Weg unterteilt.
Der exogene Weg beinhaltet die Aufnahme der durch Gallensäuren emulgierten
Nahrungsfette ( Triglyzeride, Phospholipide und Cholesterin ) nach Einwirken der
pankreatischen Lipase. In den Mukosazellen werden aus Fettsäuren ( FS ) und Glycerol
Triglyceride ( TG ) resynthetisiert und mit Cholesterin und Phospholipiden in Chylomikronen
inkorporiert. Die Chylomikronen enthalten neben Apo C-III auch Apo B-48, ein nur in
Chylomikronen und "remnants" vorkommendes Apolipoprotein, und werden auf
lymphatischen Wege über den Ductus thoracicus in den rechten Vorhof drainiert. Nur kurz-
bis mittelkettige Fettsäuren vermögen direkt im Blut gelöst über die Vena portae die Leber zu
erreichen.
Auf dem Weg zur Leber werden die Chylomikronen durch die endothelständige
Lipoproteinlipase ( LPL ) durch Hydrolyse der TG erheblich in Masse und Volumen
reduziert, wodurch den peripheren Zellen freie FS angeboten werden können. Die Reste der
Chylomikronen, die "remnants", die v.a. noch Cholesterin enthalten, werden von der Leber
über den spezifischen "remnant" Rezeptor aufgenommen. Das Cholesterin kann von den
Hepatozyten in Gallensäuren umgewandelt oder zur weiteren Synthese verwand werden.
Cholesterin ist Bestandteil der Zellmembran und ein Grundbaustein wichtiger
Steroidhormone wie z.B. des Cortisols, Progesterons und Provitamin D. Der Körper ist zur
Eigensynthese des Cholesterins durch die Hydroxy-methyl-glutaryl-CoA-Reduktase befähigt
und folglich müßte Cholesterin nicht mit der Nahrung aufgenommen werden.
Ausgeschieden wird Cholesterin als Gallensäure bzw. als gelöstes Cholesterin in der Galle.
Teilweise wird das Cholesterin auch wieder aus dem Darm resorbiert. Diesen Vorgang
bezeichnet man als  "enterohepatischen Kreislauf".

Abb. 1. Schematische Darstellung eines Lipoproteins. Das Apolipoprotein ist um den hydrophoben Kern aus
Triglyzeriden und Cholesterin-Estern gewickelt. Die äußere Schicht enthält allerdings auch Phospholipide und
nicht verestertes Cholesterin. Aus Buddecke E [15].
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Als endogenen Lipidstoffwechsel bezeichnet man den Kreislauf der in der Leber
gebildeten Lipoproteine. Lipoproteine, die in unterschiedlicher Dichte vorkommen ( VLDL,
IDL, LDL, HDL ), beinhalten Apolipoproteine, die die hydrophoben Fette in Lösung bringen
und den Metabolismus beeinflussen. Von den Apolipoproteinen gibt es im wesentlichen fünf
Familien mit unterschiedlichen Charakteristika, die Apolipoproteine A-E.
Die Hepatozyten bilden nach Aufnahme der "remnants" über den "remnant" Rezeptor
triglyzeridreiche Lipoproteine aus den "remnants", das VLDL, die v.a. die Apolipoproteine
Apo C-III und Apo B-100 enthalten. Über den Blutweg und die Lipoproteinlipase werden
wieder FS an periphere Zellen abgegeben und die Zusammensetzung der VLDL Fraktion wird
konsekutiv reicher an Cholesterin, sie werden dann IDL genannt und tragen Apo E.
IDL wird teils wieder von der Leber aufgenommen, teils verbleibt die Fraktion jedoch auch
im Blut und wird durch weitere Abgabe von FS in der Peripherie und Übernahme von
Cholesterin aus HDL zu LDL modifiziert. LDL enthält daher sehr viel Cholesterin und kann
von allen peripheren Zellen und Hepatozyten über den LDL-Rezeptor, v.a. auch von
Makrophagen und Monozyten über den "Scavenger"-Rezeptor, aufgenommen werden. Die
peripheren Zellen benötigen das Cholesterin als Membranbestandteil oder zur Synthese von
Steroidhormonen. Die LDL-Rezeptor vemittelte Aufnahme der LDL durch die Leber mit der
Resynthese von VLDL sowie der Produkt-Enzym Hemmung der HMG-CoA-Reduktase durch
das aufgenommene Cholesterin wird als LDL-Clearance verstanden.
Erhöhtes LDL > 160 mg/dl ( ohne Risikofaktoren, mit Risikofaktoren sollte LDL < 130
mg/dl, bei Patienten mit peripherer oder koronarer Verschlußkankheit sogar < 100 mg/dl
betragen ) stellt ein Risiko für Atherosklerose dar.
Neben den "Cholesterin verteilenden" Lipoproteinen gibt es auch noch das "Cholesterin
sammelnde" HDL. HDL wird in der Leber synthetisiert und trägt v.a. Apo A-I und Apo A-II,
aber auch Apo D. Ein Großteil des Cholesterins aus den peripheren Zellen wird durch HDL
mit Hilfe des Enzyms Lecithin-Cholesterin-Acyl-Transferase ( LCAT ) und dem
Cholesterinester-Transportprotein ( CETP ) an IDL oder VLDL weitergegeben. HDL wird
auch direkt in der Leber metabolisiert. HDL ist das bedeutendste Lipoprotein des "reversen
Cholesterintransportes" und zeigt koronarprotektive Eigenschaften [15 28 45 46 72 113 114].

Tabelle 1: Eigenschaften und Funktionen von Apolipoproteinen. Nach Schwandt P et al [115].

Molmasse  (kDa) Vorkommen Funktion

Apo A-II
Apo A-III

         28
         17

HDL
HDL

LCAT-Aktivierung
Phospholipidbindung

Apo B-100

Apo B- 48

       550

       265

LDL, VLDL

Chylomikronen,
"remnants"

Sekretion von TG aus Leber
und Dünndarm
Resorption von Lipiden/fett-
löslichen Vitaminen im Darm

Apo C-II
Apo C-III

           8,8
           8,9

VLDL, Chylomikronen
VLDL, Chylomikronen

Aktivierung der LPL
Inhibition der LPL

Apo D          29 HDL-3 LCAT-Aktivierung

Apo E          34 VLDL, Chylomikronen,
HDL-E

Ligand für LDL-Rezeptor
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Abb. 2. Schematische Darstellung des exogenen ( links ) und endogenen ( rechts ) Lipoproteinstoffwechsel. Bei
der Umwandlung von Chylomikronen in Remnants und von VLDL über IDL in LDL spielt die endothelständige
Lipoproteinlipase der Peripherie eine wesentliche Rolle ( nicht abgebildet ). R-Rez.: Remnant-Rezeptor.

1.1.3. Diabetes mellitus, Dyslipidämie und Syndrom X

Der Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, in deren Folge
nach Jahren Schäden an Blutgefäßen, Niere, Retina und peripherem Nervensystem auftreten.
Der Diabetes wird in zwei Typen eingeteilt, den Insulin-pflichtigen Typ I ( "insulin dependent
diabetes mellitus" IDDM ) und den nicht Insulin-pflichtigen Typ II ( "non insulin dependent
diabetes mellitus" NIDDM ).
Der Insulin-pflichtige Typ I ( IDDM ), bei dem zusätzlich zur Genetik eine Virus Ätiologie
diskutiert wird und der ferner Beziehung mit bestimmten HLA-Typen ( DR 3 und DR 4 )
aufweist, ist ein Insulin-Mangel-Diabetes. Es handelt sich um eine Autoimmunerkrankung, da
Insulinantikörper, Insellzellantikörper und Antikörper gegen die Glutamatdecarboxylase der
β-Zellen sowie die Tyrosinphosphatase IA-2 gefunden werden [46 54]. Die Diagnose stellt
sich klinisch durch Polydipsie, Ketoseneigung mit evtl. metabolischer Azidose,
Hyperglykämie ( > 126 mg/dl nüchtern und > 200 mg/dl nach zwei Stunden im OGTT ),
Poly- und Glukosurie, sowie verminderte Spiegel von C-Peptid und Insulin. Die
Erstmanifestation ist meist akut und im Jugendalter. Die Behandlung des IDDM konzentriert
sich auf die Substitution des Insulins und Diät [27 46].
Dagegen ist der Diabetes mellitus Typ II ( NIDDM ) pathophysiologisch durch eine
Insulinresistenz begründet und wird als polygene und multifaktorielle Erkrankung angesehen
[46 54 115]. Die Insulinresistenz beim NIDDM kann auf einem Mangel oder Defekt an
Rezeptoren, auf einem Fehler in der Signaltransduktion der Insulinkaskade distal des
Rezeptors oder auf einer gestörten Glukoseverwertung in der Zelle beruhen [27 46 54 115].

LDL Rezeptor

R-Rez.

TG

Chylomikronen

„Remnants“

Dünndarm

Hepatozyt

Cholesterin

Galle

VLDL

IDL

LDL

      Gallensäuren
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Der NIDDM ist mit einer Prävalenz von 5-7 % in der Bevölkerung der Industrienationen eine
sehr häufige Erkrankung mit zunehmender Tendenz ( weltweit ca. 200 Millionen Fälle [54
89], Häufigkeit des Typ I lediglich im Promille-Bereich ). Die gesundheitsökonomischen
Konsequenzen sind gravierend, die jährlichen Kosten der Behandlung des Diabetes und seiner
Folgen belaufen sich in Deutschland auf ca. 16 Milliarden Euro [79].
Der NIDDM wird ferner in die Typen IIa und IIb unterteilt, wobei Typ IIa den nicht adipösen
und Typ IIb den adipösen NIDDM kennzeichnet. Der NIDDM ist im allgemeinen nicht
Insulin-pflichtig, erst im späteren Verlauf kann es im Rahmen einer endokrinen Pankreas β-
Zell Erschöpfung zum Insulinmangel kommen. Dem geht häufig eine Jahre überspannende
Phase eines physiologisch erhöhten C-Peptid- sowie Insulinspiegels voraus, um der
Insulinresistenz entgegen zu wirken. Unglücklicherweise resultiert die Hyperinsulinämie in
einer "Downregulation" der Insulinrezeptoren, was den circulus vitiosus komplettiert [46 54
115].
Die Diagnose des NIDDM stellt sich klinisch aus Hyperglykämie und Insulinresistenz ( evtl.
mit Hyperinsulinämie und erhöhtem C-Peptid ), pathologischer OGTT, Glukosurie, meistens
schleichender und später Beginn > 40. Lebensjahr, selten Ketose ( eher ein hyperosmolares
Koma ), Infektionsneigung und Pruritus, sehr häufig begleitende Adipositas und Hyper-
triglyceridämie.
Der NIDDM wird primär konservativ ( mit Gewichtsreduktion, Blutglukosekontrollen ( auch
HbA1c- und Fibrinogen-Kontrollen), Diät und Mobilisation des Patienten ) und nur wenn
notwendig medikamentös mit Antidiabetika behandelt. Dafür stehen Sulfonylharnstoff-
derivate ( z.B. Glibenclamid ), das Biguanid Metformin, α-Glukosidase-Inhibitoren oder
neuere Substanzen wie z.B. Repaglinide und Thiazolidinedione zur Verfügung.
Da die Adipositas einen wesentlichen Manifestationsfaktor des NIDDM darstellt, wäre eine
medikamentöse Therapie häufig nicht notwendig, wenn die Reduktion des Gewichts gelingen
würde, wie Präventivstudien ( z.B. die "Diabetes Prevention Study" ) gezeigt haben [131].
Dies ist leider noch viel zu selten der Fall. Die Adipositas ist wesentlich von den
Lebensumständen und der Ernährung abhängig, genetische Ursachen werden jedoch diskutiert
[39 40].
Der NIDDM kann mit anderen Erkrankungen vergesellschaftet oder durch sie verursacht sein.
Dabei wären besonders der Morbus Cushing und der Morbus Conn zu erwähnen. Auch
Erkrankungen des exokrinen Pankreas, Phäochromozytome, Akromegalie, die
Hämochromatose ( "Bronzediabetes" ), CMV-Infektion, Hyperthyreose, die Gestation,
kongenitale Röteln-Infektion, lipoatrophische Erkrankungen und sogar seltene Tumore wie
Glucagonome, Somatostatinome oder Aldosteronome können einen NIDDM hervorrufen. Der
NIDDM ist ferner mit genetischen Syndromen wie z.B. dem Klinefelter-, dem Down- und
dem Turner-Syndrom assoziiert [27 46 54].
Der NIDDM kann Folge iatrogener Maßnahmen sein, insbesondere der durch Applikation
von Medikamenten induzierte NIDDM bei Cortikoiden, auch STH und ACTH, die zum
sogenannten Steroid-Diabetes führen können. Auch β-Adrenergika und Thiazide lösen selten
einen NIDDM aus. Der pankreoprive Diabetes tritt nach totaler oder partieller
Pankreatektomie auf  [27 54].
Den häufigsten Manifestationsfaktor des NIDDM stellt jedoch bei weitem das Übergewicht
dar [27 46 54 115].

Eine seltene Sonderform des Diabetes ist der MODY. MODYs fallen durch sehr frühe
Manifestation des NIDDM im Alter vor dem 25. Lebensjahr sowie einen primären Defekt der
Insulinsekretion auf [41 49]. MODYs zeigen häufig nur eine mäßige Hyperglykämie und sind
resistent gegenüber einer Ketose. Es sind keine Insellzellantikörper nachweisbar.
Die Genetik ist bereits relativ genau beschrieben. Für den Vererbungsmodus autosomal-
dominant sprechen die häufige direkte Transmission durch drei Generationen einer Familie,
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das 1:1 Verhältnis diabetischer und nicht-diabetischer Kinder bei einem Elter mit MODY,
ferner die hohe Penetranz der bisher bekannten Defekte ( 90% aller Allelträger werden
phänotypisch auch Diabetiker ) sowie die direkte Vererbung von Vater auf Sohn, die einen X-
chromosomalen Erbgang ausschließt [46].

Ca. 55 % der Diabetiker versterben am Herzinfarkt oder Apoplex und viele leiden bei
nicht effektiver Zuckereinstellung an koronarer oder peripherer Verschlußkrankheit sowie
diabetischer Neuropathie, Retinopathie oder Nephropathia Kimmelstiel-Wilson ( diabetische
Glomerulohyalinose ). Diese Komplikationen sind Folgen der unspezifischen Makro- und
diabetischen Mikroangiopathie. Auch eine intramurale Koronarsklerose tritt auf ( "small
vessel disease" ). Die diabetische Mikroangiopathie beruht vermutlich auf einer nicht
enzymatischen Glykosilierung der Basalmembranen der Endstrombahn.
Die Prognose des Diabetes Patienten hängt stark vom Zustand der Gefäße und somit von der
BZ Einstellung ab. Weitere Kontrollparameter stellen HbA1c und Fibrinogen dar. Die
zweithäufigste Todesursache ist die terminale Niereninsuffizienz ( ca. 30 % aller Dialyse-
Patienten sind Diabetiker ).
Allerdings erleiden auch viele optimal eingestellte Patienten nach langem Verlauf eine oder
mehrere Komplikationen: einige Faktoren sind hier offensichtlich noch nicht genau bekannt
[27 46 54 115].

Dyslipidämie stellt einen ungenauen Begriff für die Störung einzelner oder mehrerer
Bestandteile des Lipidstoffwechsels dar. Es gibt Dystriglyceridämien, Dyscholesterinämien,
Dyslipoproteinämien und Dysapolipoproteinämien. Von Hypertriglyceridämie, die zur
Pankreatitis prädisponiert, spricht man bei TG > 180 mg/dl. Das Gesamtcholesterin sollte
nicht > 200 mg/dl liegen ( Hypercholesterinämie ), wobei diagnostisch der LDL Fraktion
wegen des Koronarrisikos besonderes Interesse zukommt: LDL sollte nicht > 160 mg/dl
liegen ( Hyperlipoproteinämie ), bei bekanntem Risiko < 130 mg/dl, bei manifester KHK oder
AVK sogar < 100 mg/dl. HDL als koronarprotektiver Faktor sollte > 40 mg/dl messen [28 45
46 72]. Bei den Dysapolipoproteinämien ist das Lipoprotein(a) oder Apo(a) mit einer
besonders hohen Atherogenität vergesellschaftet [115].

Das Syndrom X ( oder metabolische Syndrom ) ist definiert als Kombination von
Hyperinsulinämie mit Insulinresistenz, Adipositas, Hypertonus, Dyslipidämie ( erhöhte TG
und ein vermindertes HDL ) sowie Hyperurikämie und verkörpert eine klassische
Wohlstandskrankheit. Alle Faktoren des Syndroms X begünstigen per se die Entstehung
atherosklerotischer Veränderungen der Gefäße und beim Syndrom X sind gleich mehrere
dieser Faktoren miteinander in einer Person vergesellschaftet. Patienten mit dieser
Erkrankung  haben somit ein erhöhtes Risiko an Atherosklerose zu erkranken und die Folgen
dieser Gefäßveränderung wie KHK, MI, arterielle Verschlußkrankheit ( pAVK ) und
Apoplex  zu erleiden [30 46 54 115]. Das Koronarrisiko eines Patienten mit dem Syndrom X
soll mindestens verdoppelt sein [115].
Für die eigentlich klinisch zu stellende Diagnose liegt werden unterstützend folgende
Parameter verwendet: Insulin-Spiegel > 13 mU/l, TG  > 1,7 mmol/l, HDL < 40 mg/dl. Das
Verhältnis von Gesamtcholesterin zu HDL liegt häufig bei > 5. Klinische Zeichen der
Insulinresistenz  sind ein BMI > 30 kg/m², stammbetonte Adipositas, Hypertonus ( systolisch
> 160 mmHg und diastolisch > 96 mmHg ) und mindestens ein Verwandter 1. Grades mit
NIDDM. Häufig ist auch das Fibrinogen erhöht.
Insulinresistenz und "buffalo neck" können iatrogen bedingte klinische Symptome der
antiretroviralen Therapie mit Indinavir sein. Durch Interaktion des Indinavir mit "sterol
regulatory element binding protein 1" ( SREBP1 ) könnte laut Caron M et al die
Insulinresistenz bei diesen Patienten begründet sein [17].
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1.2.   Nukleäre Rezeptoren

Die Zellen stehen permanent im Austausch mit ihrer unmittelbaren Umgebung und
müssen auf systemische Kontrollsignale reagieren. Dazu dienen unterschiedliche Rezeptoren.
Hydrophile Signalsubstanzen und Transmitter binden an Rezeptoren, die sich in der
Plasmamembran befinden und mittels einer Signaltransduktion durch "second messenger" die
Information an das Innere der Zellen leiten. Dagegen können lipophile Stoffe wie zum
Beispiel Steroidhormone durch einfache oder erleichterte Diffusion die Zellmembran
überwinden und an intrazellulär im Cytosol oder Nucleus lokalisierte nukleäre Rezeptoren
binden. Diese nukleären Rezeptoren treten dann direkt in Kontakt mit dem Genom und
übermitteln ihren regulativen Einfluß als Transkriptionsfaktoren. Die nukleären Rezeptoren
stellen die größte bekannte Familie der Transkriptionsfaktoren in Eukaryozyten dar [114].

Die nukleären Rezeptoren enthalten eine DNA bindende Domäne, die aus zwei Zink-
Finger-Komplexen besteht. Den Zink-Finger-Komplexen folgen α-helikale Strukturen, durch
die Basen spezifische Kontakte mit dem Genom ermöglicht werden, und zwar mit einer
komplementären Basensequenz ( responsibles Element ). Einmal an die DNA gebunden wird
die Gentranskription aktiviert oder inhibiert. Dies geschieht durch die direkte Interaktion mit
dem Transkriptions-Präinitiations-Komplex [113 114]. Dabei können sie wiederum durch
Phosphorylasen induziert oder inhibiert werden, z.B. durch MAP-Kinase [1 57 145 146].
Green S beschrieb, daß nukleäre Rezeptoren eine gewisse Promiskuität aufweisen und die
Freiheit haben, unterschiedliche responsible Elemente mit unterschiedlicher Affinität
anzusprechen [52]. Auch können verschiedene Liganden an diese Rezeptoren ansetzen. Diese
Stufen unterschiedlicher Affinität könnten ein Hinweis dafür sein, das es noch subtilere und
bisher unbekannte Mechanismen der Regulation von "target" Genen gibt, von denen noch
nichts bekannt ist [113].

Abb. 3. Allgemeine schematische Darstellung eines Zinkfingermodells aus Buddecke E [15].

Die nukleären Rezeptoren können nach ihren DNA Bindungsverhalten in vier Klassen
unterteilt werden [83]. Klasse I umfaßt die Steroid Rezeptoren, die im Cytosol lokalisiert sind
und nach Bindung eines Liganden in den Nukleus diffundieren. Zu den Liganden der Klasse I
gehören Glukocortikoide, Androgene, Progesteron, Östrogen und Mineralkortikoide.
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Klasse II Rezeptoren heterodimerisieren mit Retinonsäure-X-Rezeptor ( RXR ). Sie befinden
sich im Cytosol und im Nukleus. Der Thyreoidrezeptor, der Retinonsäurerezeptor, der
Vitamin-D-Rezeptor und Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren gehören zu dieser
Klasse. Dabei werden sie von zahlreichen hormonellen  und nutritiven Faktoren beeinflußt
[113 114].
Klasse III Rezeptoren heterodimerisieren direkt an repetitive DNA wie z.B. der 9-cis
Retinonsäurerezeptor und der Hepatozyten-Nukleäre-Faktor 4 ( HNF-4 ).
Klasse IV Rezeptoren  binden als Monomere an eine einzelne hexamere "core site", die sich
einige Sequenzen vor dem eigentlichen Motiv befindet. Zu dieser Gruppe gehört SF-1, RZR-
α, Rev-erb-α und -β sowie NGF-1B  [114].

Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren ( PPAR ), die der Klasse II angehören
und mit RXR heterodimerisieren, existieren in verschieden Subtypen. PPAR α, PPAR γ  und
PPAR β/δ (  ehemals als NUC-1 oder FAAR benannt ), sind bekannt. PPAR γ koexistiert
wiederum in drei Isotypen. In Form von Transkriptionsfaktoren stehen PPAR's mit dem
Fettstoffwechsel, der Lipid- und Glukosehomöostase sowie der Adipogenese, Atherogenese,
Differenzierung und Zellwachstum im Zusammenhang [3 43 108 112 113 114 119 136].
Evolutionsanalysen haben bestätigt, daß PPAR's eine eigene und neue Superfamilie von
nukleären Rezeptoren darstellen, die nur in höheren Vertebraten und Mammalia gefunden
wird [32].
Die Bezeichnung Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren ( PPAR ) für diese Trans-
skriptionsfaktoren ist historisch bedingt. Lange Zeit war bekannt, daß viele Substanzen wie
Fibrate, Fettsäuren, Herbizide, Hormone, NSAR, Glukokortikoide, aber auch Hunger,
Vitamin E Mangel, Hyperthyreose und ein entgleister Diabetes eine Proliferation von
Peroxisomen auf zellulärer Ebene zufolge hatten [114]. Nach der Entdeckung vermeintlicher
Rezeptoren für dieses Phänomen nannte man sie PPARs. Die erste Klonierung wurde von
Issemann I et Green S vorgenommen [60].

PPAR α kontrolliert die Lipidoxidation sowie Energiehomöostase und beeinflußt
Entzündung [112]. Vom Namen her den meisten unbekannt, ist doch eine PPAR α
aktivierende Substanz seit langer Zeit im klinischen Einsatz. Fibrate induzieren nämlich via
PPAR α die hepatische LPL und reduzieren die Expression von Apo C-III in der Leber,
weswegen Fibrate auch therapeutisch bei VLDL/LDL Hypercholesterinämien und
Hypertriglyceridämien genutzt werden [63 75 112 120]. PPAR α wird fast ausschließlich in
der Leber exprimiert [113 114].
PPAR α ist von existentieller Bedeutung bei der Regulation von Enzymen der β- und ω-
Oxidation. In Mäusen mit einer durch homologe Rekombination provozierten "knock out"
Mutagenese im PPAR α Gen konnte gezeigt werden, daß eine Induktion von β-oxidativen
Enzymen durch PPAR γ Aktivatoren nicht mehr möglich war [13 108]. Auch wenn diese
Mäuse mit PPAR α Aktivatoren behandelt werden, können sie weder β- noch ω-oxidative
Enzyme exprimieren  [73].
Einige inflammatorische Arachidonsäure-Metaboliten wie z.B. Prostaglandine und
Leukotriene aktivieren PPAR α. Dadurch stimulieren diese Mediatoren die β- und ω-
Oxidation. Durch PPAR α stimulieren diese Entzündungsmediatoren also ihren eigenen
Katabolismus. Somit nimmt PPAR α Einfluß auf den Verlauf der Entzündung, was für
Leukotrien B4 bereits gezeigt werden konnte [77]. Glucocortikoide nehmen ferner Einfluß auf
die Transkription von PPAR α [121].
Der L162V Polymorphismus in PPAR α ist bei Diabetikern mit einem niedrigeren BMI
assoziiert [37]. Für eine genauere Beschreibung der Charakteristik von PPAR α möchte ich
verweisen auf Schoonjans K et al und Rosen ED et al [108 112 113].
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PPAR β/δ ( ehemals als NUC-1 oder FAAR benannt ) wird kaum in der Leber
exprimiert, aber in allen anderen Geweben, besonders stark in Hirn und Fettgewebe.
Funktionell sind keine gesicherten Aspekte dieses Gens bekannt [114].

PPAR γ reguliert die Lipid- und Glukosehomöostase, die Adipozytendifferenzierung
und Erhaltung des differenzierten Zustandes dieser Zellen, sowie die Insulinsensitivität. Die
durch PPAR γ beeinflußten Enzyme und Proteine sind meist im intra- und extrazellulären
Fettstoffwechsel beteiligt, v.a. Enzyme der peroxisomalen β-Oxidation und des
Fettsäuretransports. Es werden jedoch zahlreiche andere Gene von diesem
Transkriptionsfaktor beeinflußt, die weiter unten beschrieben werden [43 99 107 108 112 113
114 118].

PPAR γ Funktionsübersicht

               Fettsäuren                          TZD                    andere Substanzen

Aktivieren PPAR γ

PPAR/RXR vermittelte Induktion/Repression
von Zielgenen

Betaoxidation              Adipogenese         Glukosehomöostase
               Lipidhomöostase        Karzinogenese?       Insulinsensitivität

Abb. 4. PPAR γ Funktionsübersicht. Andere PPAR γ Aktivatoren sind z.B. Arachidonsäuremetaboliten und
Pharmaka wie Indometacin ( u.a. NSAR ), Dexamethason und Thiazolidinedione ( TZD ).
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1.2.1. Genetik und Expression des nukleären Rezeptors PPAR γ

PPAR γ wird in zwei Isotypen unterteilt, γ1 und γ2. Kürzlich wurde auch ein dritter
Isotyp von PPAR γ nachgewiesen, der nur im Fettgewebe und im Kolon exprimiert wird und
einen eigenständigen Promotor aufweist [44]. Über PPAR γ3 ist jedoch außer seiner
Aktivierung durch TZD und Prostaglandin J-Derivate noch nichts bekannt.
Die Expression der Isotypen γ1 und γ2 wird durch unterschiedliche Promotor und alternatives
Splicing eines Gens ermöglicht, welches auf Chromosom 3, Band 3p25 lokalisiert ist [6]. Die
Expression ist ferner in einer Gewebs-spezifischen Weise unterschiedlich reguliert [138].

PPAR γ1 wird durch 8 Exons kodiert, PPAR γ2 durch 7 Exons [42]. Die 5´-Sequenz
von PPAR γ1 wird durch die Exons A1 und A2, die 5´-Sequenz von PPAR γ2 durch Exon B
kodiert, ein zwischen den Exons A1 und A2 gelegenes Exon [42]. Die kodierende Region, die
beide Isoformen miteinander teilen, umfaßt 6 Exons, Exon 1-6 [6 42]. Dieser Umstand
erleichtert das Screening möglicher Polymorphismen in den beiden Isotypen γ1 und γ2
innerhalb der gemeinsamen Exons 1-6. Die Sequenz von PPAR γ1 und PPAR γ2 ist identisch
mit der Ausnahme von 84 zusätzlichen Nukleotiden am 5´ Ende von PPAR γ2, die eine aus
dem Exon B resultierende N-terminale Verlängerung um 28 Aminosäuren mit sich bringt  [6
35].
Die zusätzlichen 28 Aminosäuren von PPAR γ2 stellen eine Aktivierungsdomäne dar. Diese
Domäne kann Liganden unabhängig durch Phosphorylierung aktiviert werden. PPAR γ2 kann
also wie viele andere Klasse II Rezeptoren durch Liganden sowie Liganden unabhängig ( z.B.
durch Insulin ) aktiviert werden  [138 146]. Die Potenz von PPAR γ2 ist als Folge dessen 5-6
fach so hoch wie die von PPAR γ1.

                                                PPAR γ1                            PPAR γ2

EXON A1                   EXON B                                EXON A2                                 EXON 1-6

...........CAGgt-------------agATTT.............ACGgt-------------agATG............CAAGgt---------------ag AAA.............

Abb. 5.  Splicing der zwei PPAR γ Isotypen aus einem Gen. Introns gestrichelt, Exons gepunktet. Alle Introns
unterliegen der gt....ag Regel. Modifiziert nach Fajas L et al [42]. PPAR γ3 bleibt unberücksichtigt.

Die DNA Bindungsdomäne von PPAR γ1 und PPAR γ2 wird durch die Exons 2 und 3
kodiert, jedes Exon für einen separaten Zinkfinger kodierend ( 66 Aminosäuren laut [113] ).
Die Zinkfinger ermöglichen die Bindung an PPAR-responsible Elemente ( PPRE ), die vor
dem Promotor des funktionalen Teils des Zielgens liegen.
Die Liganden Bindungsdomäne wird durch die Exons 5, 6 und 7 codiert. Die Größe der
Introns im PPAR γ Gen entspricht denen anderer Säugetiere [35 53]. Alle Introns unterliegen
der gt...ag Regel [6]. Insgesamt hat sich die Sequenz des PPAR γ Gens in der Phylogenese
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seit den Vertebraten konstant gehalten, ein Zeichen für die Eminenz dieses Gens [32 35]. Ein
PPAR homologes Gen in Drosophila melanogaster ist der Transkriptionsfaktor E75 [114].

Durch die Sequenzierung von PPAR γ1 und PPAR γ2 wurde die Messung der
Expression der beiden Isoformen in Geweben durch "RNase protection assay" ermöglicht.
Die Expression von PPAR γ1 ist konstant höher als die von PPAR γ2 [143].
PPAR γ1 wird beim Menschen in hohem Ausmaße im Fettgewebe und  Kolon ( im Kolon
auch PPAR γ3 ) exprimiert [42 44]. Mäßig dagegen ist die Expression in der Leber und der
Niere, und erstaunlicher Weise nur gering in quergestreiftem Muskel, wo im wesentlichen die
Insulin vermittelte Metabolisierung der Glukose stattfindet [42 138].
PPAR γ2 wird in Fettgewebe und in der Leber, jedoch nur minimal detektierbar in Muskulatur
exprimiert [42]. Die Expression von PPAR γ2 ist deutlich durch nutritive Faktoren sowie
Adipositas beeinflußt  [133 134].

Abb. 6.  Expression von PPAR γ mRNA aus Fajas L et al [42]. PPAR γ3 ist nicht berücksichtigt, alle Angaben in
nmol/µg RNA.

Die Präsenz von PPAR γ1 und PPAR γ3 im Kolon ist wegen der bekannten
Beteiligung von Arachidonsäure Metaboliten und Fettsäuren an der Entwicklung von
Pathologien des Kolons interessant. Ω-3-Fettsäuren stehen im Verdacht entzündliche
Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu
begünstigen [9 122].
Diäten reich an Lipiden tierischer Herkunft prädisponieren die Entstehung autonomer Gewebe
im Kolon, wobei der genaue Mechanismus der Tumor-Initiation nicht bekannt ist [50 137].
PPAR γ als Rezeptor für Fettsäuren könnte hier ein Bindeglied darstellen. Stimulation von
PPAR γ mit synthetischen Agonisten in C57BL/61-APCMin/+ Mäusen rief vermehrt Kolon
Karzinome hervor [74].
Allerdings sind hier auch viele Ergebnisse veröffentlicht, die PPAR γ und dessen Stimulation
mittels synthetischen selektiven Agonisten wie Troglitazone ( erstes von der FDA
zugelassene TZD ) mit inhibiertem Zell- und Tumorwachstum sowie einer zunehmenden
Differenzierung assoziieren. Kolon Karzinome könnten also durch PPAR γ Agonisten zu
einem  differenzierterem und somit eher benignem autonomen Gewebe im Sinne eines
neoadjuvanten "down-staging" oder einer "Differenzierungstherapie" moduliert werden [43
66 89 108 110]. Auch Zellen aus Liposarkomen, Adenokarzinomen der Mamma und der
Lunge, Karzinomen von Magen, Ösophagus, Prostata, Niere, Leber und Pankreas, B-Zell-
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Lymphome und Astrozytome des Menschen ließen sich mit TZD in histopathologisch höher
differenziertere Tumore konvertieren oder es wurde Apoptose ausgelöst [16 19 31 33 43 51
59 62 70 90 91 92 108 111 127 130].
Kürzlich erschien eine Untersuchung die zwar den antiproliferativen "anticancer-effect" der
TZD bestätigte, jedoch wurde die Hypothese einer PPAR γ unabhängigen Wirkung
vorgestellt. TZD sollen die Initiation der Translation inhibieren oder direkt Apoptose von
Krebszellen auslösen, was auch in PPAR γ Knockout Zellen gelang [51 98]. Mittlerweile gibt
es sogar die Idee einer Chemoprävention von Brustkrebs mit PPAR γ Liganden [11].

Die Expression von PPAR γ wird wesentlich auf Transkriptionsebene durch Insulin,
"adipocyte determination differentiation dependent factor 1/sterol regulatory element binding
protein 1" ( ADD1/SREBP1 ), TZD und Tumornekrosefaktor α ( TNF α ) beeinflußt [145
146]. Während insbesondere Insulin einen induktiven Faktor darstellt, ist TNF α ein
repressiver Faktor, der zusätzlich via MAP-Kinase PPAR γ2 am Serin 112 inhibitorisch zu
phosphorylieren vermag [1 43 57 90 102 145 146]. TNF α wird daher als führender
Antagonist des Insulins hinsichtlich der PPAR γ Expression angesehen [145]. Auch die
GATA-2 und GATA-3 Transkriptionsfaktoren und Prostaglandin F2α inhibieren die
Expression von PPAR γ [43 102]. GATA ist eine Gruppe von Transskriptionsfaktoren, die an
(A/T)GATA(A/G) Basensequenzen binden.
Initial in der embryonalen und fetalen Periode stellen "CCAATT/enhancer binding protein"
(C/EBP ) β und C/EBP δ die wesentlichen Faktoren für den Anstoß der PPAR γ Expression
und die Adipogenese dar [42].
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Abb. 7. Basen- und Aminosäurensequenz von PPAR γ2 aus Elbrecht A et al [35]. Methionin 29 entspricht dem
Initiator Methionin von PPAR γ1.
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1.2.2.  Die responsiblen Elemente und Liganden von PPAR γ

Wie erwähnt bindet PPAR γ als Heterodimer mit RXR an "direct repeats" oder PPREs,
die DR-1 genannt werden. PPAR α und PPAR δ binden an die gleichen PPREs [113 114]. Es
handelt sich dabei um repetitive Motive ( AGGTCA- oder TGACCT-Motive ) mit
variierenden intermittierenden Nukleotiden, die unmittelbar vor den Promotoren der "target"-
Gene liegen. Nach Bindung des PPAR/RXR Heterodimers an ein PPRE ist die induktive oder
repressive Regulation der Transkription durch direkte Interaktion mit dem Transkriptions-
Präinitiations-Komplex ermöglicht. Aus den zumeist induzierten Proteinen lassen sich die
Funktionen und Effekte von PPAR γ ( und den anderen PPARs ) ableiten. Die PPREs werden
von verschiedenen Subtypen der PPARs in gleicher Weise stimuliert, da die PPARs die
selben PPREs benutzen [108 113 114]. Das Schlüssel-Schloß-Prinzip ist bei diesen
Rezeptoren aufgehoben [52], das einzige bisher beschriebene PPRE, daß nur von PPAR γ
aktiviert wird, ist PEPCK [128 129]. Die Spezifität der Regulation wird durch das
unterschiedliche Expressionsmuster der PPAR Subtypen in verschiedenen Geweben
gewährleistet [113 114]. Allerdings kann eine genaue Trennung der einzelnen PPARs hier
nicht erfolgen, so daß in diesem Kapitel die PPREs der PPARs wie bei Schoonjans K et al
zusammengefaßt sind [113 114]. Genauere Literaturangaben hinsichtlich der einzelnen
PPREs, so nicht anders angegeben, finden sich in Schoonjans K et al [113 114].

PPAR senkt die Plasmatriglyzeride durch gesteigerte Hydrolyse infolge induzierter
Lipoproteinlipase ( LPL ) in Hepatozyten und Adipozyten sowie verminderter Apo C-III und
Apo B-Expression, wodurch eine verstärkte Clearance von VLDL sowie eine verminderte
hepatische Synthese von VLDL ermöglicht ist. Apo C-III inhibiert die membranständige LPL
und verhindert die zelluläre Aufnahme von Fettsäuren aus VLDL, Apo B wird für die
Aufnahme von Fettsäuren aus dem Darm benötigt.
Die PPREs in Enzymen wie LPL, Fettsäuretransport-protein ( FATP ), Acyl-CoA-Synthetase
( ACS ) und anderen Enzymen wie das Adipozyten Fettsäure-Bindungsprotein P2 ( aP2 ), das
Leber Fettsäure-Bindungsprotein ( L-FABP ) und Acyl-CoA-Bindungsprotein ermöglichen
die Beeinflussung der Enzyme, die FS in die Zellen befördern und für den weiteren
Metabolismus aktivieren. So wird der Rückfluß der Fettsäuren aus den Zellen in die
Peripherie verhindert. Auch die Enzyme der β-Oxidation enthalten größtenteils induzierende
PPRE's, z.B. Acyl-CoA-Oxidase ( ACO ),  Enoyl-CoA-Hydratase ( HD ) und 3-Ketoacyl-
CoA-Thiolase.
Die Expression der Acetyl-CoA-Carboxylase ( ACC ) ( das Schrittmacherenzym der
Fettsäuresynthese ) und der Fettsäuresynthase-Komplex ( FAS ) wird negativ reguliert, was
zur Senkung der endogenen TG Produktion beiträgt. Ein weiteres "down-regulierendes"
PPRE ist im Leptin Gen zu finden [85 112]. Ein verminderter Leptin-Spiegel hat ein erhöhtes
Hungergefühl zur Folge [61 132].
Eine Senkung des TC wird bei Gabe von TZD beobachtet, allerdings wird diese Senkung
durch eine PPAR γ unabhängige Inhibition der HMG-CoA-Reduktase herbeigeführt, wobei
die TC Synthese zu 80% gesenkt wird [135]. Ein PPRE wurde im HMG-CoA-Reduktase-Gen
nicht gefunden. Zum Vergleich: HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren wie Simvostatin senken
LDL um 40% und Triglyzeride um 25% [63].
PPAR vermittelt den induktiven Effekt von freien Fettsäuren auf  HDL durch Induktion der
Transkription von Apo A-I und Apo A-II. Apo A-I und Apo A-II sind die wesentlichen
Apolipoproteine von HDL. HDL bindet freie Phospholipide und nimmt Cholesterin auf. Mit
HDL ist eine koronarprotektive Funktion verbunden [45 69 113 114].
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Neben der Expressionsebene ( Induktion durch ADD1/SREBP1 und C/EBP-Familie,
Inhibition durch TNF α ) wird PPAR γ durch unterschiedliche Substanzen ( PPAR γ2 auch
Liganden unabhängig durch Phosphorylasen ) aktiviert. Dabei spielen Arachidonsäure-
metaboliten, also v.a. Prostaglandin J2-Derivate ( v.a. 15-d-PG J2 ), die vermutlich die
endogenen Liganden von PPAR γ darstellen, eine besondere Rolle [113 114]. Auch freie
Fettsäuren und ω-3 Fettsäuren aktivieren PPAR γ [42].
Die jedoch relativ geringe Affinität von 15-d-PG J2 spricht für andere, bisher noch nicht
entdeckte endogene Liganden. Dabei könnte vielleicht "polyunsaturated fatty acids" ( PUFA )
besondere Bedeutung zukommen [12 118]. Es gibt noch einige Unklarheiten bezüglich des
Hauptliganden von PPAR γ, so es überhaupt einen gibt, da nukleäre Rezeptoren
promiskuitives Verhalten zeigen [52]. Fragwürdig ist auch, ob einige in Frage kommenden
Substanzen überhaupt in der für eine Aktivierung notwendigen Konzentration im Zellkern
vorkommen [43 102]. Relativ starke PPAR γ aktivierende Pharmaka sind z.B. Indometacin,
Acetylsalicylsäure und Glukokortikoide [114 121].

Die Gruppe der synthetischen und antidiabetischen Thiazolidinedione ( TZD ) haben
höhere Affinität zu PPAR γ als 15-d-PG J2 und binden selektiv alle drei Isotypen  [35 44 76
118]. Isoxazolidinedione und N-Aryltyrosine sind kürzlich als PPAR γ Aktivatoren
beschrieben worden [11 81]. TZD senken ferner die Blutglukose bei adipösen Diabetikern
sowie TC und TG [18 26 69 76 114 135 143].
TZD verbessern die Insulinsensitivität und vermindern eine Insulinresistenz [58 109 139].
Dies wird womöglich durch Ausgleichung einiger Defekte in der Signalkaskade distal des
Insulinrezeptors sowie erhöhter Expression von IRS-1, GLUT1, GLUT2 und GLUT4 und
einer erhöhten Glykolyserate in Hepatozyten erreicht [26 64 69]. TZD  können in ihrer
Wirkungsweise auch eine durch Isoproterenol oder TNF α ausgelöste Inhibition der
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase in 3T3-L1 Adipozyten antagonisieren [56 80 147].
TZD senken via PPAR γ auch den Blutdruck in hypertensiven NIDDM Patienten und
verhindern scheinbar die Proliferation, Hypertrophie und Migration von "vascular smooth
muscle cells" durch Inhibition der MAP-Kinase [69] und Suppression proinflammatorischer
Signalstoffe der Makrophagen innerhalb der Gefäßwand wie IL-6, IL-1β, TNF α, Gelatinase
und SR-A [108]. Auch der LDL senkende Einfluß der TZD hemmt die Atherogenese.
Damit könnten TZD als selektive Aktivatoren von PPAR γ zur Prävention von
atherosklerotischen Veränderungen sowie typischen diabetischen Organkomplikationen
beitragen [69 89 108 136].
TZD lösen in menschlichen Krebszellen in vitro Differenzierung, Apoptose und "cell cycle
arrest" aus, wobei dieser Vorgang eventuell unabhängig von PPAR γ ist [33 43 51 70 90 98
127 130].
Leider sind bei der Applikation von Troglitazone ( erstes von der FDA zugelassene TZD
Derivat, 1997 zugelassen, 2000 zurückgezogen ) bei NIDDM Patienten hepatotoxische
Ereignisse beobachtet worden, in einer indischen Studie sogar bei 2% aller Patienten [124
142]. In dieser Studie sprachen weitere 20% überhaupt nicht auf Troglitazone an. Allerdings
wurden Rosiglitazone und Pioglitazone, zwei weitere TZD, von der FDA 1999 zugelassen
und scheinen weit weniger hepatotoxischen Nebenwirkungen zu haben. Die bisher gesehenen
Nebenwirkungen beschränkten sich auf Ödeme, Gewichtszunahme, Hb-Abfall, ALT ( Alanin-
Amino-Transferase oder GPT ) Anstieg und eventuell Hypoglykämie, wenn mit anderen
Antidiabetika kombiniert wird [89]. Mittlerweile liegt einige Erfahrung mit TZD vor, alleine
in den USA wurden bereits im Jahr 2000 mehr als eine Million Patienten mit TZD behandelt
[91]. Auch ist eine NIDDM Präventionsstudie bei Frauen mit Gestationsdiabetes durchgeführt
worden mit dem Ergebnis 56 %-iger Risikoreduktion ( TRIPOD-Studie ) [14].



1.  Einleitung

17

1.2.3.  PPAR γ und die Differenzierung des Fettgewebes

Die Determination der Adipoblasten aus omnipotenten Mesenchymzellen und die
Entwicklung von Adipozyten aus Adipoblasten wird durch drei unterschiedliche Familien von
Transkriptionsfaktoren gewährleistet, der "CCAATT-enhancer binding protein" ( C/EBP )
Familie, PPAR γ sowie dem "adipocyte determination differentiation dependent factor 1/
sterol regulatory element binding protein 1" ( ADD1/SREBP1 ) [3 42 113 119].
ADD1/SREBP1 ist ein Helix-Loop-Helix Protein mit zweifacher DNA Bindungs Domäne
und transaktiviert den Promotor von FAS und Leptin [65].
Die Expression von PPAR γ wird durch C/EBP β [113]  und C/EBP δ [42] induziert und stellt
entwicklungsbiologisch den initialen Trigger für das adipogene Programm dar. Im späteren
Verlauf kommt es zu einer simultanen Aktion von PPAR γ und C/EBP α [129],
ADD1/SREBP1 wird ebenfalls sehr früh und kontinuierlich exprimiert [129]. PPAR γ2 und
ADD1/SREBP1 sind bereits in sehr frühen Stadien der Adipogenese in Präadipozyten stark
vermehrt detektierbar [118]. All diese Faktoren sind nicht nur zur Differenzierung der
Adipozyten, sondern auch für den Erhalt der Funktionalität des Fettgewebes während der
gesamten Lebenszeit notwendig [43].
Während der Differenzierung werden zahlreiche spezifische Enzyme des Fettsäure- und
Lipidmetabolismus und der Aufnahme von Fettsäuren in die Zelle induziert und vermehrt
exprimiert, z.B. aP2, LPL, FATP, FAS, ACS, PEPCK, ACO, HD, L-FABP und verschiedene
Apolipoproteine ( Apo A-II und Apo A-I ), die alle PPREs enthalten [45 69 113 114]. Die
Menge der im Fettstoffwechsel integrierten und von PPAR „kontrollierten“ Enzyme legt
dabei die bedeutsame Rolle von PPAR γ  in der Differenzierung von Adipozyten nahe.
PPAR γ und  C/EBP α können eine Transdifferenzierung von Myoblasten in Adipozyten
induzieren. Fibroblasten konvertieren bei Koexpression von PPAR γ und C/EBP α ohne
Aktivator zu Adipozyten [118 129]. Auch durch Applikation von PPAR γ Aktivatoren wie
15-d-PG J2 oder TZD wurden Fibroblasten in Adipozyten transdifferenziert [118 129]. Aus
diesen Beobachtung ist die Schlußfolgerung zu ziehen, daß PPAR γ Aktivatoren wie z.B. freie
Fettsäuren, TZD, Fibrate und auch Prostanoide adipogenes Potential haben und die
Adipozytendifferenzierung induzieren und intensivieren können [20 113 114 129]. Daher
kann es bei Therapie mit TZD zur Gewichtszunahme kommen. Die erwähnten
Beobachtungen legten auch den Grundstein der Hypothese einer möglichen
"Differenzierungstherapie" maligner Zellen.

 Physiologische Stimulatoren der Adipogenese in vivo sind Insulin, "insulin like
growth factor 1" ( IGF-1 ), Wachstumshormone, Corticosteroide und auch TZD [12 26 134],
die allesamt die adipogenen Transkriptionsfaktoren stimulieren. Insulin z.B. hat ein
responsibles Element in ADD1 [134]. Die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase scheint bei der
Signaltransduktion physiologischer Stimuli der Adipogenese eine wichtige Rolle zu spielen.
Tatsächlich konnten mit Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase Inhibitoren die frühe Phase des
Differenzierungsprogrammes in einer Zeit und Dosis abhängigen Art und Weise blockiert
werden, wobei auch die Expression von PPAR γ mRNA signifikant erniedrigt war [141].
Prostaglandin F2α blockiert die Adipogenese durch Aktivierung der MAP-Kinase, die
ebenfalls durch TNF α aktiviert wird und in einer inhibitorischen Phosphorylierung von
PPAR γ resultiert. Eine Inhibition der Adipogenese wird auch durch die GATA-2 und GATA-
3 Rezeptoren ermöglicht [43 102 145].
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1.2.4.  PPAR γ und Insulinsensitivität

TZD und andere PPAR γ Aktivatoren haben Insulin sensibilisierende Effekte [11 18 26
69 81 125 143]. Wie PPAR γ Agonisten die verbesserte Insulinsensitivität ermöglichen, ist
bisher relativ unklar, zumal PPAR γ wesentlich im Fettgewebe exprimiert wird und dieses nur
geringfügig ( 10% laut Schoonjans K et al [112] ) an der Insulin vermittelten Glucose
Clearence beteiligt ist. Die wesentliche Insulin vermittelte Glukosemetabolisierung findet
jedoch in der Muskulatur statt, wo nur sehr wenig PPAR γ exprimiert wird ( siehe Abb. 6. aus
Elbrecht A et al [35] ). Ferner könnten TZD, die nachgewiesen die Differenzierung von
Adipozyten auslösen können, vermutlich einen Diabetes eher begünstigen als verhindern, da
Adipositas NIDDM begünstigt. Dies ist allerdings nicht der Fall [siehe z.B. 14].
Die Differenzierung einer physiologischen Menge an Fettgewebe ist mit einer verbesserten
Insulinsensitivität assoziiert, da im Rahmen der Adipozytendifferenzierung Rezeptoren der
Glukosehomöostase wie z.B. der Insulinrezeptor, die Insulin Rezeptor Substrate IRS-1 und
IRS-2 und die Glukose Transporter GLUT1, GLUT2 und GLUT4 exprimiert werden [26 64
69 99]. Ab einer kritischen Masse an Fett kommt es durch TNF α und MAP-Kinase vermehrt
zur Interferenz mit der Signaltransduktion des Insulins und es kann sich eine Insulinresistenz
entwickeln [56 80]. Mit TZD kann man dieser pathologischen Entwicklung entgegenwirken.
Voraussetzung für die Expression von GLUT und IRS ist die Expression von C/EBP α [36 43
140]. In der Tat fehlt in Zellen ohne C/EBP α der Insulin vermittelte Glukose "uptake" total,
und Menschen mit lipatrophischen Erkrankungen ( u.a. durch CEB/P Mangel verursacht )
können extrem resistent gegenüber Insulin sein.

Ein von PPAR γ kontrollierter Baustein, der am Signalweg des Insulins distal des
Rezeptors Anteil nimmt, ist das c-Cbl-assoziierte Protein ( CAP ). CAP wird nur in Insulin-
sensitiven Zellen exprimiert und ist auf der intrazellulären Seite mit dem Insulinrezeptor
vergesellschaftet. Insulin-Stimulation führt zur Dissoziation des CAP vom Insulinrezeptor
[104]. CAP potenziert die Insulin induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von c-Cbl und trägt so
erheblich zur Membraneinschmelzung von GLUT4 bei.  PPAR γ erhöht die Transkription von
CAP nach TZD Gabe insbesondere im Fettgewebe [103]. CAP könnte somit zur TZD
vermittelten Insulinsensitivität beitragen [103 104].
Eine weitere Vorstellung war die mögliche Sezernierung von Botenstoffen, die im Fettgewebe
produziert und ausgeschüttet die Insulinsensitivität der Muskulatur beeinflussen. Shimomura
S et al [116] haben bereits mögliche Kandidaten, sogenannte Adipozytokine, identifiziert. Ein
prominenter Vertreter dieser Gruppe ist der TNF α, dessen gesteigerte Ausschüttung aus dem
Fettgewebe ( bei Adipositas ) die systemische Insulinsensitivität durch Interferenz der
Signaltransduktion vermindert [56], und zwar durch Inhibition der Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase [80]. Die Expression von PPAR γ mRNA wird Zeit und Dosis abhängig durch TNF α
herabgesetzt [145]. TNF α aktiviert ferner die MAP-Kinase, die PPAR γ2 inhibitorisch
phosphoryliert  [1 57 102 146]. Bei Applikation von TZD wird die Expression von TNF α via
PPAR γ reduziert, wodurch die verbesserte Insulinsensitivität bei Applikation von TZD
mitbegründet sein könnte [55].
Interleukin-6 ( IL-6 ) scheint vermutlich auf ähnlichem Wege Insulinresistenz zu verursachen
[108]. Kürzlich wurde  ein weiteres von Adipozyten endokrin sezerniertes Hormon namens
Resistin entdeckt, welches den gleichen Effekt hat. Mit Resistin-Antikörpern konnte
Insulinresistenz gemindert und die Aufnahme von Glukose nach intrazellulär bei adipösen
Probanden normalisiert werden [108 123].
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Das Adipozytokinin Adiponectin ist bei verminderten Spiegeln beim Menschen mit
Insulinresistenz korreliert und Applikation von Adiponectin in einem Mausmodel führte zu
verbesserter Insulinsensitivität [99].
Ein weiteres Adipozytokinin, Leptin, könnte laut Cohen B et al [23] in die Signaltransduktion
eingreifen. Als Wirkort von Leptin wurden bisher die nuclei arcuatus et paraventrikularis im
Hypothalamus angenommen, wo Leptin über selektive Leptinrezeptoren durch Suppression
von Neuropeptid Y den "food intake" reduziert und über einen erhöhten Sympathikotonus die
Thermogenese steigert. Auch der Blut-Glukose-Spiegel scheint durch Leptin gesenkt zu
werden [61 132]. Neuerdings sind auch Leptinrezeptoren im Hippocampus bekannt, die
Rückschlüsse auf psychologische und erlernte Faktoren bei der Ausprägung der
Nahrungsaufnahme zulassen, sowie weitere Substanzen, die ebenfalls das Sättigungsverhalten
modulieren, wie Serotonin, Cholezystokinin und GnRH [Prof. Lehninger]. Ansonsten wird
der Appetit wesentlich durch den Hypothalamus reguliert. Eine experimentelle Läsion des
Nucleus ventralis posteromedialis ruft unersättlichen Appetit, eine Läsion der lateralen
hypothalamischen Kerne Appetitlosigkeit hervor [71].
Die verringerte Produktion von Leptin in Adipozyten nach Applikation von TZD könnte im
Falle einer Signaltransduktionshemmung der Insulin-Kaskade durch Leptin zur verbesserten
Glukose-Aufnahme sowie einem erhöhten "food intake" führen. Es sind allerdings
widersprüchliche Berichte über die Interferenz von Leptin mit der Signaltransduktion des
Insulins bekannt, und zwar sowohl als positive sowie negative Regulation.
Die Expression von Leptin ist wiederum durch C/EBP α und ADD1/SREBP1 über binding
sites im Leptin-Promotor induziert [65]. Leptin forciert die Expression von PPAR γ um 70-
80% [100], während PPAR γ die Expression von Leptin drosselt [85 112]. Dies wird von
Schoonjans K et al [112] als wesentlicher Wirkungsmechanismus von PPAR γ bezeichnet,
denn somit würde PPAR γ nicht nur die Differenzierung von Fettgewebe mit der damit
gekoppelten besseren Insulinsensitivität induzieren, sondern auch die verringerte
Ausschüttung von Leptin gefolgt von einer erhöhten Aktivität von Neuropeptid Y und einem
höheren "food intake".
Über andere Adipozytokine wie Adipsin, Angiotensinogen, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
und adipo Q und ihre Wirkungsweisen in diesem Zusammenhang ist weiter noch nichts
wesentliches bekannt [114].
Weitere wichtige Mediatoren der Insulinsensitivität stellen Fettsäuren dar. Beobachtungen
von Randle PJ et al haben gezeigt, daß erhöhte FS-Spiegel im Blut den Glukose-
Metabolismus in der Muskulatur senken können [101]. TZD steigern die LPL und FS-
Transportproteine, die FS nach intrazellulär befördern und den peripheren Spiegel senken.
Der gesteigerten FS-Clearence folgt, vermittelt durch eine gesteigerte Insulinsensitivität der
Muskulatur, ein erhöhter Glukose Metabolismus in der Muskulatur. Spiegelmann BM [118]
zitiert diesen Vorgang als Randle-Effekt.

Alle bisher beschriebenen Mechanismen müssen in ihrer Gesamtheit gesehen werden.
Gemeinsam mit bisher unbekannten Funktionsweisen der TZD ist der Einfluß dieser PPAR γ
aktivierenden Substanzgruppe auf die Insulinsensitivität der Zellen zu verstehen. Die
genannten Mechanismen setzen ein funktionsfähiges PPAR γ Protein voraus.
Polymorphismen könnten diese Funktionsfähigkeit stören oder herabsetzen.
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PPAR γ
+ TZD

IRS 1 ⇑
GLUT1,2,4 ⇑
β-Oxidation ⇑
FS shift nach intrazellulär ⇑
IL-6 + TNF α ⇓
Resistin ⇓
Leptin ⇓

                      Insulinsensitivität ⇑

Abb. 8. Die einzelnen Effekte der TZD müssen summiert werden um die Auswirkung der TZD auf die
Insulinsensitivität zu erklären. Der FS-shift nach intrazellulär bewirkt eine erhöhte Insulinsensitivität gemäß dem
Randle Effekt [101].

1.2.5. Polymorphismen im PPAR γ Gen

Die vollständige Funktion des PPAR γ Proteins in allen seinen Aufgaben setzen unter
physiologischen Bedingungen ein vollständig funktionsfähiges PPAR γ Gen voraus.
Nach der Ein-Gen-ein-Protein Hypothese sind bei einem Polymorphismus innerhalb eines
Gens nur Effekte im kodierten Protein zu erwarten. Solche Effekte treten besonders bei
Polymorphismen auf, die zu einem Austausch in der Aminosäuresequenz und somit der
Proteinkonfiguration führen, also Deletionen, Translokationen und Insertionen. Bei
Punktmutationen ( Einzel-Nukleotid-Polymorphismen ), v.a. "silent mutations", sind wegen
des fehlenden Aminosäureaustauschs solche Konsequenzen nicht direkt zu erwarten.

1997 wurden durch Yen C-J et al [144] zwei Polymorphismen im PPAR γ identifiziert.
Bei einem dieser Polymorphismen handelt es sich um eine "silent mutation" im codon 477,
Nukleotid 1431, in der CAC zu CAT substituiert wurde und somit keinen Aminosäure
Austausch hervorgerufen wird, da beide Codons die Aminosäure Histidin kodieren ( i.F.
C1431T genannt ). Dieser  Polymorphismus wird im Englischen Sprachgebrauch auch H449H
oder C161T benannt, hier gab es noch keine Einigung hinsichtlich der Benennung. Es wurde
jedoch in allen Untersuchungen der gleiche Primer innerhalb Exon 6 verwendet, allerdings
mit unterschiedlichen Referenzen bzgl. der Codon und Nukleotid Nummerierung in der
Wildtyp Sequenz. Die Benennung C1431T bezieht sich auf die Nummerierung der
Nukleotidsequenz von Elbrecht A et al [35].
Ein weiterer mit einem Aminosäure Austausch einhergehender Polymorphismus im codon 12
( Exon B ), Nukleotid 39,  CCG zu GCG, führt zu einer Substitution von Prolin zu Alanin,
genannt Pro12Ala.
Der C1431T Polymorphismus ist wegen seiner Lage im Exon 6 in allen drei γ Isoformen
enthalten, während der Pro12Ala Polymorphismus exklusiv in der N-terminalen Domäne von
PPAR γ2 lokalisiert ist.
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Es sind noch weitere Polymorphismen in PPAR γ bekannt, wie z.B. der von Ristow M et al
beschriebene und sehr seltene und vermutlich nicht an der Entstehung einer Adipositas
beteiligte Pro115Gln Polymorphismus [34 39 40 106]. Dieser Polymorphismus beeinflußt die
Phosphorylierung von PPAR γ am Serin 114 durch die MAP Kinase [57 99].
Freake HC [47] hat einen Polymorphismus in PPAR γ beschrieben, der mit extremer Fettsucht
vergesellschaftet ist. PPAR γ kann in diesem sehr seltenen Fall nicht inaktiviert werden.
Barroso I et al [4] beschrieben die P467C ( CCG - CTG ) und V290M ( GTG - ATG )
Polymorphismen bei Patienten mit schwerster Insulinresistenz.
Hegele RA et al [53] berichten vom F388L ( T1164A ) Polymorphismus im Exon 5, der mit
familiärer Lipodystrophy einhergeht.

Da es sich bei dem C1431T Polymorphismus um einen Einzel-Nukleotid-
Polymorphismus handelt, der im kodierten Protein keinen Aminosäure Austausch verursacht,
da beide Kodons CAC und CAT für die Aminosäure Histidin kodieren, ist eine Konsequenz
des C1431T Polymorphismus hinsichtlich der Funktion des PPAR γ Proteins unsicher. Es gibt
jedoch verschiedene Vorstellungen, wie auch eine Punktmutation ohne Aminosäureaustausch
Auswirkung auf die Funktion des kodierten Proteins haben kann.
Eine veränderte Basensequenz könnte sich in einem veränderten Methylierungsmuster der
DNA niederschlagen mit eventueller Folge auf Transkription und Translation.
Die Faltung der DNA zusammen mit den Histonen im Zellkern könnte verändert oder eine
Anlagerung der Polymerase an den Promotor erschwert sein.
Verringerte Translation der variierten mRNA und somit im Endeffekt verringerte Expression
könnte zu einer Art Haplotypen-Insuffizienz führen, weil nur ein Haplotyp funktionsfähig ist.
Ein verändertes "splicing" der Introns ( soll auch abhängig vom Methylierungsmuster sein )
könnte ebenfalls die Folge einer "silent mutation" sein, oder schlichtweg eine größere
Instabilität des Proteins, gefolgt von einer zeitlich bedingten geringeren Aktivität [8 148].
Bei der Translation kann es, wie für Prokaryonten im Gegensatz zu Eukaryonten bereits
beschrieben, bei unterschiedlichen Triplets, die für eine Aminosäure und deren t-RNA
kodieren, zu Präferenz des Wildtyp Triplets kommen, während der variierte Triplet wegen
geringerer Affinität weniger favorisiert wird. Auch eine verringerte Transkriptionsrate ist
denkbar [8 117].
Eine verbesserte Funktionalität infolge eines jeden Einzel-Nukleotid-Polymorphismus ist
generell nicht auszuschließen. Ein evolutionsbiologischer Sinn der genetischen Variation
ließe sich darin erkennen. Der für die Sichelzellanämie verantwortliche Einzel-Nukleotid-
Polymorphismus im Hämoglobin z.B. bedeutet einen Selektionsverteil gegenüber der durch
Plasmodium falciparum hervorgerufenen Malaria tropica und ist deswegen in Africa weit
verbreitet. Für den häufiger untersuchten Pro12Ala Polymorphismus in PPAR γ2 ( hierbei
allerdings auch Aminosäureaustausch ) sind auch Veröffentlichungen erschienen, die den
Polymorphismus mit einer verbesserten Insulinsensitivität assoziieren [2 29 68 87].

Der Pro12Ala Polymorphismus wurde infolge des Aminosäure Austausches als
möglicher Determinationsfaktor von metabolischen Krankheiten wie NIDDM angesehen, da
die Protein Konformation und die Funktion verändert sein könnte, zumal die N-terminale
Domäne von PPAR γ2 mit zusätzlichen 28 Aminosäuren anscheinend 5-6 mal effektiver ist
als PPAR γ1. Das N-terminus ist Liganden unabhängig durch Phosphorylierung aktivierbar
[133 138]. Der Polymorphismus Pro12Ala befindet sich gerade in dieser hochfunktionellen
Region. Das PPAR γ Ala Allel zeigte geringere Bindungs Affinität zu Promotoren und
verminderte Aktivierung der responsiblen Elemente von z.B. LPL und ACO bei Anwesenheit
eines TZD [29].
Für Pro12Ala wurden die Allelfrequenzen in mehreren Populationen gescreent, wobei in
verschiedensten Populationen die Präsenz des Polymorphismus mit unterschiedlichen
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Allelfrequenzen nachgewiesen werden konnte, von 0.12 in Kaukasischen Amerikanern bis
0.01 in Chinesen [144]. Die Allelfrequenzen schwanken also innerhalb unterschiedlicher
ethnischer Gruppen erheblich. Mit Hilfe dieser Assoziationsstudien wurde versucht ein
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und BMI, Dyslipoproteinämie, Adipositas
und NIDDM aufzuzeigen, wobei die unterschiedlichen Ergebnisse kontrovers diskutiert
werden.
Beamer BA et al [7] und Li W-D et al [78] assoziierten das Ala Allel mit einem erhöhten
BMI.
Mori Y et al [88], Ringel J et al [105], Swarbrick MM et al [126] und Mancini FP et al [82]
können den Pro12Ala Polymorphismus in ihren jeweiligen Probandengruppen nicht mit
erhöhtem BMI oder Diabetes in Zusammenhang bringen.
Deeb SS et al [29], Altshuler D et al [2] und Koch M et al [68] können in ihren Kollektiven
den Polymorphismus mit einer verbesserten Insulinsensitivität oder einem geringeren
NIDDM Risiko assoziieren. Mori H et al [87] können in einem sehr großen japanischen
Kollektiv ebenfalls ein geringeres NIDDM Risiko für Ala12 assoziieren, meinen aber eine
Tendenz zu schwereren Verläufen der Erkrankung in NIDDM Patienten mit Ala12 Genotyp
zu sehen.
Ek J et al [34] und Evans D et al [39 40] konnten keine Beziehung zwischen dem
Polymorphismus und Adipositas in einem dänischen und einem deutschen Kollektiv
aufzeigen.

Der C1431T Polymorphismus ist wegen eines fehlenden Aminosäure Austauschs noch
nicht häufig untersucht worden. Meirhaeghe A et al [85] screenten diesen Polymorphismus in
820 Franzosen mit einer T Allelfrequenz von 0,14. Eine signifikante Assoziation mit BMI
oder Plasma-Leptin-Spiegeln war nicht gegeben, wenngleich das T Allel in Probanden mit
hohem BMI mit erhöhten Leptin-Spiegeln einherging. Laut Considine RV et al [25] ist Leptin
ein Marker für den prozentualen Anteil des Fettgewebes am Körpergewicht und somit haben
die T-Allelträger laut Meirrhaeghe A et al [85] in dieser Untersuchung einen niedrigeren BMI
als vom Leptin-Spiegel her zu erwarten wäre.
Ogawa S et al [93] screenten den C1431T Polymorphismus in 404 Frauen in der
Postmenopause und erhielten eine Allelfequenz von 0,851 versus 0,149. Eine Assoziation des
Polymorphismus mit der Knochendichte wird berichtet und ein möglicher Zusammenhang mit
Osteoporose bei älteren Frauen vorgeschlagen. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen das
PPAR γ TNF α antagonisiert. TNF α gehört zur Gruppe der Osteoklasten aktivierenden
Faktoren. PPAR γ scheint laut Mbalaviele G et al die Osteoklastogenese zu hemmen, und
TZD sollen sogar antiosteoporotische Effekte haben [84 94].
Wang XL et al [136] screenten C1431T in 647 australischen Kaukasiern mit KHK mit einer T
Allelfrequenz von 0,163. Eine Assoziation mit BMI wird nicht  berichtet, hingegen zeigen die
T-Allelträger ( CT- + TT-Genotyp ) ein signifikant erniedrigtes Risiko gegenüber den
homozygoten C Allelträgern an KHK zu leiden. Diese Beobachtung ist bei Heterozygoten
Genotypen besonders stark ausgeprägt. Eine Rolle von PPAR γ in der Atherogenese über
einen direkten Gefäßwand-Prozeß wird vorgeschlagen, da der signifikante Zusammenhang
mit KHK unabhängig von Diabetes, Rauchen, BMI und Lipid-Profil gesehen wird.
Evans D et al [38] haben die C1431T und Pro12Ala Polymorphismen gemeinsam auf eine
mögliche Prädisposition des NIDDM untersucht. In dieser Untersuchung wird der Haplotyp
Ala12/C1431 mit NIDDM assoziiert (  nicht signifikant wegen geringer Fallzahlen ). Ein in
unmittelbarer Umgebung von Ala12/C1431 gelegener, noch nicht beschriebener
Polymorphismus wird in Erwägung gezogen.
Zhou X-P et al [148] zeigen eine Überrepräsentanz des Polymorphismus bei Amerikanern mit
Glioblastoma multiforme.
Smith WM et al [117] assoziieren den Polymorphismus mit dem Endometrium Karzinom.
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Eine "silent mutation" kann schwerwiegende Komplikationen in der Interpretation der
genetischen Epidemiologie auslösen. Wegen bereits weiter oben angeführten Gründen bzgl.
der Schwierigkeit, einer genetischen Variation ihren Stellenwert für die Entstehung polygener
Erkrankungen zuzusprechen, muß bei "silent mutations" ganz besonders darauf hingewiesen
werden, daß zwischen Assoziaton und Kopplung unterschieden werden muß. Die Variation
kann ätiologisch unbedeutend sein, aber in der Nähe eines funktionell bedeutenden
Polymorphismus liegen, was natürlich auch für andere Polymorphismen gilt. Sie wäre dann
eine Art Sonde oder Marker für den eigentlich bisher unbekannten Polymorphismus. Die
Distanz zwischen dem Krankheitsgen und der beobachteten "Sonde" entscheidet dann über
die Signifikanz des Auftretens des Polymorphismus in der Erkrankung, der eventuell
pathoätiologisch nichts mit der beobachteten Erkrankung zu tun hat. Je weiter sich die
"Sonde" von dem eigentlichen Krankheitsgen entfernt, desto höher ist die Chance einer
Entkopplung der beiden durch "cross-over" in der Gamete. Diese Problematik wurde von
Ziegler A diskutiert [149]. Meirhaeghe A et al bezeichneten C1431T als eine solche "Sonde",
die mit einer bisher nicht entdeckten funktionellen Mutation im PPAR γ Gen selbst oder
einem anderen nahe gelegenem Locus auf dem Chromosom 3 gelinkt sein könnte [85]. Diese
Hypothese wird durch die Haplotypen-Block-Theorie gestützt [48].
Ferner sind Einzel-Nukleotid-Polymorphismen alles andere als selten, sie stellen mit ca. 90 %
den häufigsten Anteil genetischer Variationen im Menschen dar [24]. Bislang sind alleine
durch das Humane Genom Projekt ungefähr 2,1 Millionen meist phänotypisch unbedeutende
Einzel-Nukleotid-Polymorphismen identifiziert worden, was bei einer beim Menschen
angenommenen Mutationsrate von einer pro 50 Millionen Basen pro Generation nicht
verwundert ( bei ca. 3,2 Mrd. Basen pro Individuum bedeutet das statistisch 64 Einzel-
Nukleotid-Polymorphismen pro Generation ). Geschätzt soll es etwa 11 Millionen solcher
Polymorphismen geben, wobei diejenigen interessant sind und vermutlich eine Rolle
hinsichtlich verschiedener Erkrankungen spielen, welche eine Allelfrequenz von über 1 %
aufweisen. Allelfrequenzen unter 1 % sprechen für erhöhten Selektionsdruck [22].

1.3. Problemstellung

In einem polygenen Vererbungsmuster können Effekte, die durch genetische Variation
entstanden sind, sehr schwer nachvollziehbar sein, da die Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Genen und Proteinen vielfältig sind. Defizite der Funktion eines Gens können
eventuell über andere Stoffwechselwege oder verstärkte Expression eines anderen am
gleichen Vorgang beschäftigten Proteins ausgeglichen werden. Daher werden
Assoziationsstudien in solchen Fällen angewandt, um eventuelle Einflüsse auf einen Phänotyp
abzuschätzen. Um Einflüsse des C1431T Polymorphismus in PPAR γ auf den Glukose- und
Lipidstoffwechsel zu erfassen, soll dazu ein Kollektiv auf den C1431T Polymorphismus
untersucht und nach statistischer Auswertung ein eventueller Zusammenhang gezeigt werden.
Der Pro12Ala Polymorphismus, der wegen des Aminosäureaustausches bereits von
verschiedenen Gruppen mit unterschiedlichen Ergebnissen im Zusammenhang mit
Insulinresistenz und Adipositas betrachtet wurde, könnte bei synchronem Auftreten mit dem
C1431T Polymorphismus eindeutigere Effekte haben. Der Haplotyp Ala/T oder Ala/C stellt
eventuell eine genetische Determination des metabolischen Syndroms und Insulinresistenz
dar. Deswegen wird eine kleine Gruppe auf beide Polymorphismen untersucht. So kann eine
Kopplung der Polymorphismen erkannt werden.
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 1.4. Ziel der Arbeit

Im Verlaufe dieser Arbeit sollen 366 Probanden auf den C1431T Polymorphismus
mittels PCR-SSCP und 157 Probanden auf den Pro12Ala Polymorphismus mittels PCR-RFLP
untersucht werden.
Die SSCP Analyse des C1431T Polymorphismus im Exon 6 stellt gleichzeitig ein Screening
nach neuen Polymorphismen im Exon 6 aller drei Isoformen von PPAR γ dar, die dann
gegebenfalls sequenziert werden sollen.
Die Befunde sollen einer statistischen Analyse im Sinne einer Assoziationsstudie unterzogen
werden, um einen Zusammenhang zwischen dem C1431T  Polymorphismus und biologischen
Parametern aufzuzeigen. Der Schwerpunkt des Interesses liegt auf Parametern des Lipid- und
Glukosestoffwechsels. Dafür werden die unterschiedlichen Genotypen mit NIDDM, Glukose,
TC, TG, HDL, LDL, BMI, dem  Alter, Gewicht und Geschlecht der Probanden ins Verhältnis
gesetzt, um eventuelle Einflüsse des Polymorphismus aufzuzeigen. Alle diese Informationen
werden aus den Akten der Patienten entnommen.
Es soll ferner hinsichtlich des Pro12Ala Polymorphismus gezeigt werden, ob spezielle
Haplotypen Konstellationen wie z.B. Ala/T oder Ala/C häufiger bei NIDDM vorkommen und
ob das synchrone Auftreten beider Polymorphismen im Sinne einer Kopplung zum Syndrom
X prädisponiert.
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2. Methoden

2.    Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Die 674 Patienten kamen aus unterschiedlichen Kollektiven. 248 Adipositas per
magna Patienten ( BMI > 40 kg/m² ) stammen aus dem Evangelischen Krankenhaus
Dinslaken. Nach Ausschluß von IDDM und "missing data" werden 224 Patienten aus dieser
Gruppe in die Untersuchung einbezogen. 131 Diabetes Patienten wurden in der Diabetiker-
Schulung des Universitätskrankenhauses in Hamburg Eppendorf (UKE) rekrutiert. Alle diese
Probanden haben NIDDM. 85 werden nach Ausschluß von "missing data" in die Analyse
einbezogen. 208 Patienten stammen aus der Lipidambulanz des UKE. Diese Probanden
wurden nach Ausschluß von "missing data" in zwei Gruppen unterteilt, einer Kohorte aus 84
Probanden mit Hypertriglyceridämie ( TG > 180 mg/dl, 26 % NIDDM ) und einer Kohorte
aus 89 Probanden mit Hypercholesterinämie ( TC > 200 mg/dl, 2 % NIDDM ).
Es wurden die Lipidwerte TC, TG, LDL, HDL sowie allgemeine Daten wie BMI, Geschlecht,
Alter und ferner Erkrankungen, die die Diagnose Diabetes oder Dyslipidämie beeinflussen,
aufgenommen. Glukose-Werte liegen nur bei der Diabetiker Gruppe vor. Patienten mit
IDDM, pankreoprivem Diabetes oder Steroid-Diabetes wurden  aus der Statistik
ausgeschlossen.
Die 71 Probanden der Kontrollgruppe wurden aus dem allgemeinen Blutspenderkollektiv des
UKE rekrutiert und zeigen ein als Normbereich definiertes Spektrum an Lipidwerten und
BMI sowie keinen NIDDM ( siehe Tabelle ).  
Alle Probanden waren über das Ziel der Untersuchung und mit den damit verbundenen
Risiken aufgeklärt worden ( bei jedem Probanden wurde eine Blutprobe per venöser Punktion
entnommen ) und das Einverständnis schriftlich niedergelegt.

2.2.   DNA-Gewinnung

Die DNA wird nach Standardmethode von Miller SA et al [86] aus Blut gewonnen.
Das Blut wird bei 2500 rpm, 4°C 10 min zentrifugiert. Die Interphase zwischen Erythrozyten
und Serum wird großzügig abpipettiert. In dieser Interphase sind die DNA-haltigen
Blutzellen, der sogenannte "Buffycoat". Dieser wird bis zur Isolierung bei -20°C gelagert,
wodurch sämtliche Erythrozyten hämolysiert werden.
Der Buffycoat und STE-Puffer werden mehrfach bei 3000 rpm und 4°C abzentrifugiert, 2-3
mal 15 min, wobei jedesmal der Überstand abgegossen und neuer STE-Puffer auf das Pellet
gegeben wird. Somit werden Lymphozyten gewonnen, die im Pellet zurückbleiben.
Diese werden mit 3 ml Lyse-Puffer, 1 ml Proteinkinase K und 200 µl SDS 10% bei 37°C über
Nacht inkubiert.
Nach weitere Zugabe von 3,4 ml Lyse-Puffer und 2,3 ml NaCl 6M fällt jegliches Protein
während 20 min Zentrifugation bei 4°C, 3000 rpm aus. Die genomische DNA befindet sich
im klaren Überstand und dieser wird in 100%-igen Ethanol pipettiert, wobei die DNA
ausfällt. Die gefällten DNA-Knäuel werden mit sterilen Pasteur-Pipetten aus dem Alkohol
gefischt und in 70%-igem Ethanol gewaschen.
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Die DNA-Knäuel werden in 500 µl TE-Puffer gegeben  und bei 37°C 48 Stunden auf einem
Schütteltisch gelöst. Die weitere Lagerung der DNA haltigen Tubes erfolgt bei 4° C im
Kühlraum.

2.3. Theoretische Versuchsgrundlagen und experimentelle Durchführung der
Versuche

2.3.1. PCR, RFLP, SSCP, Färbemethoden

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ( PCR ) ist eine Methode zur Amplifizierung
spezieller DNA- oder RNA-Sequenzen in vitro.
Die Spezifität der PCR basiert auf dem Einsatz von zwei Oligonukleotiden ( Primer ), die zu
den Enden der zu amplifizierenden Sequenz auf der Ursprungs-DNA komplementär sind.
Durch Erhitzen ( meistens bei 91°C ) wird die zu amplifizierende DNA in Einzelstränge
aufgetrennt und die Primer binden gemäß ihrer komplementären Struktur an den 5´ und den 3´
Strang. Bei geringerer Temperatur ( 60-70°C, optimale Temperatur wird empirisch bestimmt )
werden die Stränge am jeweiligen Primer beginnend durch eine Hitze-stabile DNA-
Polymerase amplifiziert. Der Vermehrungszyklus kann beliebig oft wiederholt werden, sofern
ausreichend dNTP, Primer und das richtige Medium für die Reaktion vorhanden sind ( auch
die Konzentrationen von dNTP, Primern und der Pufferlösung sind optimal empirisch zu
bestimmen ).
Da in jedem Zyklus beide Stränge als Matrize genutzt werden, nimmt die Zahl der DNA
Moleküle exponentiell zu, bei 30 Zyklen um den Faktor 109 [15].
Die Wahrscheinlichkeit, daß ein Polymorphismus während der PCR von der Taq Polymerase
überlesen wird, ist extrem klein  ( Die Fehlerrate der Taq Polymerase liegt bei einer Base auf
20000 Basen ). Die von uns amplifizierten Genabschnitte sind nur 200 bzw. 270 bp lang.
Um einen solchen Lesefehler später auf dem Gel zu erkennen, müßte ein Lesefehler in den
ersten Zyklen stattfinden, damit der Lesefehler in ausreichender Menge amplifiziert und somit
als Bande dargestellt wird.

Der Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus ( RFLP ) basiert auf dem Einsatz
sequenzspezifischer Endonukleasen, die an speziellen, meist pallindromischen Sequenzen
DNA schneiden können.
Auf amplifizierte Genabschnitte kann ein Restriktionsenzym-Verdau angewendet werden und
die von der Anzahl der Schnittstellen abhängige Anzahl der Bruchstücke kann später u.a.
elektrophoretisch auftrennt werden ( nach Anzahl und auch Motilität, wobei das
Wanderungsverhalten wesentlich von Ladung und Masse der Bruchstücke und der Dichte des
Gels abhängt ). Dabei können im Gel Genbruchstücke ab einem Längenunterschied von ca.
10 Basen unterschieden werden.
Das verwendete Restriktionsenzym entscheidet über das zu verwendende Medium und
eventuell benötigte Kofaktoren wie z.B. ATP oder Mg-Ionen.
Durch Polymorphismen in Sequenzen können Schnittstellen erzeugt oder zerstört werden, so
daß solche Polymorphismen sich nach einem Restriktionsverdau vom Wildtyp im
Laufverhalten in den meisten Fällen unterscheiden. Die Wahrscheinlichkeit, daß eine RFLP
mit dieser Methode unentdeckt bleibt, d.h. zwei unterschiedliche Genabschnitte identisches
Laufverhalten aufweisen, ist sehr gering [15]. Voraussetzung ist natürlich, daß der
Polymorphismus in der Schnittstelle des Verdauungsenzyms liegt.  Eine andere Möglichkeit
ist die von uns angewandte Methode, bei der bereits während der PCR ein sogenannter
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mutagener Primer verwendet wird. Dieser Primer entspricht nicht 100%-ig der
komplementären zu vervielfältigenden Basensequenz und fügt so eine Schnittstelle für das
verwendete Restriktionsenzym ein, wenn der Polymorphismus vorliegt.
Der Restriktionsverdau zur Bestimmung des Pro12Ala Polymorphismus wurde nicht im
optimalen Puffer des Restriktionsenzyms BstU1 durchgeführt, sondern im PCR-Puffer.
Ausgleichend werden die Menge des eingesetzten Restriktionsenzyms erhöht und die
Inkubationszeit verlängert. Die Gele zeigen, daß der Restriktionsverdau einwandfrei
funktionierte.

Der single stranded confirmation polymorphism ( SSCP ) ist eine von Orita M et al
beschriebene Methode, bei der man sich die intramolekulare und hochspezifische
Faltblattstruktur eines DNA-Einzelstranges zu Nutze macht [95 96]. Der SSCP ist eine
ausgezeichnete, einfache und billige Methode, Polymorphismen in Genabschnitten
nachzuweisen. Dazu wird der amplifizierte Genabschnitt zu Einzelsträngen denaturiert,
worauf  sich intramolekular ähnlich wie bei Poteinen eine Faltblattstruktur ausbildet, die
hochspezifisch gemäß der Basensequenz ist. Unterschiedliche Faltblattstrukturen zeigen dann
ein unterschiedliches Laufverhalten in der Elektrophorese mit einem 10 %-igen
Polyacrylamidgel, daß zusätzlich mit 10 % Glycerol versehen ist, wobei hier die jeweilige
Molekülstruktur bedeutsam ist [95 96]. Es wurde gezeigt, das bereits eine einzige veränderte
Base ein unterschiedliches Laufverhalten hervorruft.
In Amplikons bis zu 450 bp werden 90 % und in Amplikons bis zu 300 bp nahezu 99 % aller
Polymorphismen durch diese Methode nachgewiesen [95 96].  Die in dieser Arbeit
untersuchten Genstücke sind 200 bzw. 270 bp lang.
Die Wahrscheinlichkeit, daß zwei unterschiedliche räumliche Konformationen das gleiche
Laufverhalten an den Tag legen, ist vernachlässigbar gering.

Die Faltblattsrukturen der einzelsträngigen denaturierten DNA haben genau wie
Proteine die Möglichkeit, Komplexe mit Ionen zu bilden. Die Silberfärbung der SSCPs nach
Bassam BJ et al [5] basiert auf dieser Grundlage, die Silberionen werden in der Gelmatrix von
der Faltblattstruktur komplexgebunden. Durch Reduktion der Silberionen zu elementarem
Silber wird während eines photochemischen Entwicklungs- und Fixationsprozesses die DNA
sichtbar gemacht.
Die Angaben von Bassam BJ et al [5] wurden in Bezug auf die Zeit und Temperatur Angaben
hinsichtlich der Entwicklung und Imprägnation an die Labor spezifischen Bedingungen
empirisch angepaßt.

Die Ethidiumbromidfärbung beruht auf der Fähigkeit des Detergenz 3,8,-Diamino-6-
ethyl-5-phenanthridiumbromid ( Ethidiumbromid ) sequenzunspezifisch in doppelsträngige
DNA zu interkalieren. Die Banden lassen sich dann nach der Anfärbung des Gels mittels
Translumination bei UV-Licht sichtbar machen und photographieren.
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2.3.2. PCR-RFLP von Pro12Ala.

Für die PCR-RFLP des Pro12Ala  Polymorphismus in PPAR γ2 wird der Vorwärts-
Primer 5´GCC AAT TCA AGC CCA GTC-3´und der mutagene Rückwärts-Primer 5´GAT
ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA GTG AAG TCG CTT TCC G-3´ verwendet, der eine
Schnittstelle für das Restriktionsenzym BstU 1 einführt, wenn die bekannte C/G Substitution
im 39. Nukleotid im Exon B vorhanden ist [144]. Der Primer induziert so eine Schnittstelle
und ermöglicht die Identifikation des Polymorphismus mittels Gelelektrophorese.

Tabelle 2: Pro12Ala PCR-Pipettierschema

           1* in µl           20* in µl  Endkonzentration
H2O                 14,9              298
Puffer 10*                   2,0                40                1*
dNTP                   0,4                  8             0,2 mmol
5´Primer                   0,8                16              8 pmol
3´Primer                   0,8                16              8 pmol
Taq-Polymerase                   0,06                  1,2             0,3 Units

Gemäß dem Pipettierschema wurde immer die 20-fache Menge als Mastermix für 19
Proben sowie eine Kontrollprobe angesetzt.
Nach Einbringen von 19 µl des Mastermixes in eine Eppendorf-Küvette und Zugabe von 1µl
genomischer DNA eines Individuums wird das Gemisch mit 2 Tropfen Mineralöl
überschichtet, um Kondensation und Temperaturverzug zu vermeiden.
Die PCR-Maschine durchläuft 34 Zyklen bei einer Denaturierungstemperatur von 95° C,
Annealing temperature 55° C und Elongation bei 72° C.
BstU 1 von Bacillus steatophilus ist ein Restriktionsenzym welches die Sequenz CG|CG
schneidet. Es werden 2 µl einer 1:5 Verdünnung von BstU 1 direkt in das PCR-Produkt
unterhalb des Mineralöls gegeben. Der Restriktionsverdau wird bei 50°C über Nacht im
Brutschrank durchgeführt.
Das verdaute Restriktionsprodukt wird mit Loading Puffer versehen und elektrophoretisch bei
30 mA 30 min auf einem 10% Polyacrylamid-Gel bei Raumtemperatur aufgetrennt.
Anschließend wird das Gel 5 min in Ethidiumbromid ( 3,8-Diamino-6-ethyl-5-
phenanthridiumbromid ) gefärbt. Dieses Detergenz interkaliert sequenzunspezifisch in DNA.
Die Banden werden darauf mittels Translumination bei UV-Licht sichtbar gemacht und
photographiert.
Die erwarteten Bruchstücke nach dem Verdau mit BstU 1 sind 270 bp für homozygote
Wildtype, 227bp und 43bp bei Pro12Ala Homozygoten und 270bp, 227bp und 43bp bei
Heterozygoten.
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2.3.3.  PCR-SSCP von C1431T.

Für die PCR-SSCP des C1431T Polymorphismus, bei dem es sich um eine silent-
mutation  im codon 477 von PPAR γ1 und γ2 handelt, genauer C/T Substitution im Nukleotid
1431 ( Exon 6 ), wird der Vorwärts-Primer 5´-AGT TCC AGC TGA AGC TGA AC-´3 und
der Rückwärts-Primer 5´-AAA TGT TGG CAG TGG CTC AGG-3´ verwendet. Das
amplifizierte Exon 6 umfaßt 200 bp.

Tabelle 3: C1431T PCR-Pipettierschema

           1* in µl           20* in µl Endkonzentration
H2O                14,1               282
Puffer 10*                  2,0                 40                  1*
MgCl2                  0,8                 16            2,5 mmol
dNTP                  0,4                   8            0,2 mmol
5´Primer                  0,8                 16              8 pmol
3´Primer                  0,8                 16              8 pmol
Taq-Polymerase                  0,06                   1,2            0,3 Units

Auch für diese PCR wird ein 20-facher Mastermix gemäß Pipettierschema angesetzt
und nach Verteilung auf 20 Eppis 1 µl genomische DNA jeweils eines Individuums auf 19
Eppis zugegeben, eine Leerprobe wird auch hier durchgeführt. Es wird mit Mineralöl
überschichtet. 
Die PCR-Maschine durchläuft 33 Zyklen bei einer Denaturierungstemperatur von 95° C,
Annealing temperature 65° C und Elongation 72° C.
Die Proben werden nach der PCR 1:40 mit SSCP-Mix verdünnt und 5 min bei 95° C zu
einzelstrangförmiger DNA denaturiert. Sofort werden die Proben auf Eis gestellt.
Es bilden sich hochspezifische Einzelstrang Konformationen infolge intramolekularer
Basenpaarung aus. Diese Methode von Orita M et al [95 96] ist sehr sensibel. Eine einzige
ausgetauschte Base genügt eine unterschiedliche Faltstruktur und somit unterschiedliches
Laufverhalten auszuprägen.
Daraufhin werden 2,5 µl der Proben auf ein 10%-iges Glycerol sowie 10%-iges
Polyacrylamidgel  aufgetragen und 2,5 h bei 15mA bei Raumtemperatur elektrophoretisch
aufgetrennt.
Eine Silberfärbung nach Bassam BJ et al [5] ( an die spezifischen Laborbedingungen
empirisch angepaßt ) wird  durchgeführt. Die Gele werden nach 30 min Fixierung in 10%-iger
Essigsäure dreimal 3 min in eiskaltem H2O gewaschen. Daraufhin werden die Gele 30 min in
einer Silbernitrat Lösung imprägniert, wobei die Ag-Ionen von den eizelsträngigen
Nukleinsäure Konformationen Komplex-gebunden werden. Erneutes Waschen 10 min in
eiskaltem H2O, darauf in die Hälfte der Entwicklungslösung für 10 sec, abgießen und
abgedunkelt 10 min in den Rest der Entwicklungslösung, wodurch die Ag-Ionen zu
elementarem Silber reduziert werden.
Die Gele werden in ein 10%-iges Essigsäure Stoppbad gelegt und darauf zwei Tage in Gelfix
gelagert. Anschließend werden die Gele getrocknet.
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2.3.4. Sequenzierung

Die Grundlage der Sequenzierung ist die Didesoxy-Methode von Sanger, die nur
durch technische Weiterentwicklung von z.B. hitzebeständigen DNA Polymerasen und der
Kapillarelektrophorese abgewandelt wurde.
Die DNA wird in denaturierter Form einer Sequenzreaktion unterzogen. Die Sequenzreaktion
entspricht wesentlich einer PCR zur Vervielfältigung des zu sequenzierenden Genabschnittes.
Dabei werden jedoch nebst den normalen dNTPs auch dNTP-Dye Terminatoren zugegeben,
die einen zufälligen Abbruch der Sequenzreaktion bewirken. Somit erhält man Abschriften
des kopierten Abschnitts in allen Längen von 2 bp bis zur gesamten Länge des zu
sequenzierenden Abschnitts, wobei die terminale Base der Dye Terminator Nukleotid ist. In
dieser Untersuchung waren diese terminierenden Nukleotide mit einem Fluoreszenz-Farbstoff
markiert, wobei hier auch andere Möglichkeiten wie z.B. radioaktiv markierte Substanzen zur
Verfügung stehen.
Die während der Sequenzreaktion entstandenen unterschiedlich langen DNA-Ketten können
darauf in einer hochauflösenden Polyacrylamidgelelektrophorese, in unserem Fall einer
Kapillarelektrophorese, aufgetrennt werden. Die fluoreszierenden Terminatoren werden über
eine Laserdiode gemäß ihrer Fluoreszens identifiziert und durch die entsprechende Software
die Sequenz berechnet. Diese Reaktion läuft vollautomatisch in einem Perkin Elmer Abi
PrismTM 310 Genetic Analyzer mit der dazugehörigen Software ab.
Die Sequenzierung eines PCR Produktes ist nicht unbedingt die beste Ausgangssituation für
ein sauberes Sequenzprodukt. Trotzdem sind im Falle des Exon 6 von PPAR γ die Sequenzen
nach Aufreinigung des PCR Produktes mit QIAQuick sehr gut lesbar. Die Sequenzen weisen
eine gute Signalstärke auf, und waren allesamt reproduzierbar.

Vor der Sequenzreaktion wird das PCR-Produkt mit Quingen ( QIAQuick ) gemäß
Angaben des Herstellers aufgereinigt, um eine sauberere Sequenz zu erhalten ( QIAQuick
PCR Purification Kit 250 ). Dazu wird in einem Verhältnis von 5:1 Buffer BP zum PCR
Produkt gegeben, ohne das Mineralöl vorher zu entfernen. Dieses Gemisch wird in eine
QIAQuick Säule überführt, diese wurde vorher in einem 2 ml Sammelgefäß plaziert. Diese
Säulen enthalten eine Silikongel-Membran, die selektiv DNA binden kann. Während die
DNA an der Membran adsorbiert, können Rückstände und Unreinheiten mit speziellen
Puffern ausgewaschen werden. Die Säule wird 60 sec zentrifugiert. Das Zentrifugat wird
verworfen. Erneut wird mit 0,75 ml Buffer PE 60 sec zentrifugiert, das Zentrifugat verworfen.
60 sec wird trocken zentrifugiert, danach kann die an die Silikongel-Membran adsorbierte
DNA mit aqua dest unter Zentrifugation eluiert werden. Man erhält ca. 50 µl aufgereinigtes
PCR-Produkt. Eine DNA-Konzentrationsmessung wird nicht durchgeführt. Anschließend
wird die Sequenzreaktion in 5´ sowie 3´ Richtung angesetzt.

Tabelle 4: Pipettierschema der Sequenzreaktion, alle Angaben in µl

    TRR-Mix   PCR-Produkt       DMSO      Aqua dest
5´Primer 0,5 µl         2,5         3,0          1,0          13,0
3´Primer 0,5 µl         2,5         3,0          1,0          13,0

Die Sequenzreaktion läuft abgedunkelt bei 60° C ab. Anschließend werden die
Produkte mit 2 µl 3 M Natriumacetat und 50 µl absolutem Alkohol 30 min abzentrifugiert.
Die Überstände werden verworfen und die Pellets erneut mit 70%-igem Ethanol 15 min
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zentrifugiert. Nach der Ethanolfällung werden die Überstände wiederum verworfen und die
Pellets trocken bei 4°C gelagert. Vor der eigentlichen Sequenzierung werden die Pellets 20
min in 25 µl TSR gelöst. Nach kurzem Vortexen werden die gelösten Produkte in Genetic
Analyzer sample tubes überführt und 2 min auf 96° C erhitzt und sofort wieder auf Eis
gestellt. Die Proben werden darauf  in den Perkin Elmer Abi PrismTM 310 Genetic Analyzer
plaziert und das Programm gestartet.

2.4. Statistische Analyse

Für die statistischen Analysen wurde die Statistica software ( Statsoft, 1997 )
verwendet.
Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p<0,05 im Mann-Whitney U-Test bzw. im χ²
angenommen. Da alle Analysen unter Ausschluß von "missing data" durchgeführt wurden, ist
bei allen Ergebnissen das n angegeben, wenn Daten fehlten.
Die Verwendung von Assoziationsstudien ist nicht unproblematisch. Da man meist nur einen
Polymorphismus in einem Kandidatengen untersucht, gehen Effekte anderer eventuell bisher
unbekannter Polymorphismen, die sich in unmittelbarer Nähe des untersuchten
Polymorphismus befinden,  verloren. Insbesondere in einer Erkrankung, die als multifaktoriell
und polygen bezeichnet wird, ist die Konzentration auf einen Polymorphismus  vielleicht sehr
trügerisch und so manche Wechselwirkungen mit anderen Polymorphismen müssen
unbemerkt bleiben. Auch die Charakteristik des Kollektivs muß berücksichtigt werden.
Seltene Genotypen wie z.B. der in dieser Arbeit beobachtete Ala/C Haplotyp liegen in sehr
geringen Fallzahlen vor. Die Qualität der Statistik ist jedoch stark von der Anzahl der
Probanden abhängig. Im Ergebnisteil wird mehrfach von stark unterschiedlichen T
Allelfrequenzen in kleineren Untergruppen berichtet, die vermutlich durch unglückliche,
zufällige Allelverteilung bei kleinen Fallzahlen zu begründen sind.
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2.5. Verwendete Chemikalien,  Mischungen und Geräte

DNTP 10 mM Boehringer-Mannheim
Primer Applied Biosystem
Taq-DANN-Polymerase Boehringer-Mannheim
Reaktionspuffer Boehringer-Mannheim
Magnesiumchlorid 25mM Boehringer-Mannheim
Mineralöl Sigma
Urea Merck
Restriktionsenzym BstU1 Boehringer-Mannheim
Acrylamid/Bisacrylamid Appligene
Tris-Borat TBE Merck
Ammoniumpersulfat Serva
Tetraethylmethylendiamid TEMED Serva
Glycerol Merck
EDTA Sigma
Bromphenolblau Merck
1 kb ladder 1 µl/µg Gibco
Ethidiumbromid Merck
Silbernitrat 10% Roth
Formaldehyd 37% Merck
Natriumthiosulfat Sigma
Natriumkarbonat 10% Merck
Essigsäure Merck
Methanol Merck
DNA-Sequencing Kit Perkin Elmer
DYE Terminatoren Perkin Elmer
PCR Purification Kit 250 Qiagen
DMSO Serva
TRR DNA Sequencing Kit Abi Prism PE Applied Biosystems
Natriumacetat 3M Sigma
Ethanol absolut Merck
Natriumchlorid 6M, 5M Merck
Proteinkinase K Boehringer Mannheim
SDS Merck
BP-Buffer Qiagen
PE-Buffer Qiagen
Tris HCl 1M pH=7,4 Gibco
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Laufpuffer Tris-Borat 0,09 M + EDTA 0.002 M

Loadingpuffer Tris-Borat + 40% Glycerol +
Bromphenol-Blau

SSCP-Mix Urea 55,5%, aqua dest 33,3%, 11,2%
TBE, Bromphenolblau

Gele 40% Acrylamid/Bisacrylamid, 10%
Ammoniumpersulfat, 0,4% TEMED,
10* TBE ( SSCP Gele auch 10%
Glycerol )

Silbernitratlösung 2 ml Silbernitrat, 150 µl Formaldehyd
auf 200ml aqua dest

Entwicklungslösung 300 µl Formaldehyd, 60 µl
Natriumthio- sulfat, 30 ml
Natriumkarbonat auf 180 ml  eiskaltes
aqua dest

Stoppbad 10%-ige Essigsäure

Sequenzreaktion TRR, DMSO, Primer, gereinigtes
PCR Produkt

Salzfällung 3M Natriumacetat

Ethanolfällung Absoluter Ethanol verdünnt auf  70%

STE Waschpuffer 20 ml Tris-HCl, 1 ml NaCl 5M, 200
µl EDTA 0,5M auf 1 l aqua dest,
filtriert und autoklaviert

Lyse Puffer 10 ml Tris HCl, 8 ml NaCl 5M, 400
µl EDTA 0,5M auf 100 ml aqua dest,
filtriert und autoklaviert

TE Puffer 1% Tris-HCl 1M, 0,4% EDTA 0,5M
filtriert und autoklaviert

Proteinkinase K Mix 100 mg Proteinkinase K, 10 ml 10%
SDS, 20 ml EDTA 0,5M auf 70 ml
aqua dest

Gelfix 30% Glycerol, 3% Methanol, aqua
dest
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S-Monovetten Sarstedt

Sequenziergerät Perkin Elmer Abi PrismTM
310 Genetic Analyzer incl
Software

PCR Reaktionsgefäße 0,5 ml Eppendorf safe ware

PCR Trio Thermoblock Biometra

Netzgerät Biorad Biometra LKB Bromma

UV-Tischlampe Biometra

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments

Glas Pipetten Pasteur

QIAquick Filtersystem Qiagen
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3.  Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des Kollektivs

Die Probandengruppe wurde aus unterschiedlichen Quellen mit verschiedenen
Schwerpunkten rekrutiert. Die Diabetikergruppe ( DIA-Gruppe ) umfaßt 85 Personen aus der
Diabetesambulanz des UKE. Die Adipositasgruppe ( APM-Gruppe ) umfaßt 224 Personen aus
dem Evangelischen Krankenhaus Dinslaken. Die Hypertriglyceridgruppe ( TG-Gruppe ) mit
84 Personen und die Hypercholesteringruppe ( TC-Gruppe ) mit 89 Personen stammen aus
der Lipidambulanz des UKE. Die Kontrollgruppe mit 71 Personen sind Blutspender des UKE.
Im Folgenden werden diese Gruppen charakterisiert.

Die Kontrollgruppe enthält keine Diabetiker und zeigt ein physiologisches Spektrum
an Lipidwerten. Die Glukosewerte der Spender sind nicht bekannt. Die Allelfrequenz gemäß
Hardy-Weinberg-Gesetz ist gerundet 0,85 zu 0,15. In der Kontrollgruppe zeigt sich für die
Probanden mit CT-Genotyp ein nicht signifikant erhöhter durchschnittlicher TG-Wert von
156 +/- 60 mg/dl gegenüber den CC-Genotypen mit 131 +/- 40 mg/dl ( p=0,2 im Mann-
Whitney U-Test ).

Tab. 5. Charakterisierung der Kontrollgruppe gesamt ( n=71 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=51, CT n=19,
TT n=1 ). Alle Werte außer Geschlecht mit Standardabweichung. BMI in kg/m², andere mg/dl. Die CT-
Genotypen haben nicht signifikant erhöhte TG, p=0,2 im Mann-Whitney U-Test.

         Alle           CC            CT            TT
Geschlecht w / m       26 / 45       19 / 32          7 / 12          0 / 1
Alter       67 /  9       68 / 10        65 /  6            70
TC     195 / 45     197 / 46      202 / 43          193
TG     137 / 47     131 / 40      156 / 60          110
HDL       44 / 16       43 / 15        46 / 18            37
LDL     128 / 37     129 / 38      124 / 35          134
BMI       24 /  4       24 /  4        25 /  4            32

Die Diabetikergruppe mit 85 Personen enthält einen Patienten mit einem SSCP im
Exon 6 von PPAR γ. Dieser Patient leidet an MODY, alle anderen an NIDDM. Die
Probanden zeigen ein für Diabetiker typisches Glukose- und Lipid-Profil. Die Hardy-
Weinberg-Frequenz ist 0,86 zu 0,14 (ohne den SSCP-Probanden). Im Gegensatz zur
Kontrollgruppe haben die CT-Genotypen Diabetiker mit 181 +/- 90 mg/dl verminderte TG
gegenüber den CC-Genotypen mit 208 +/- 105 mg/dl ( nicht signifikant, p=0,42 im Mann-
Whitney U-Test ).
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Tab. 6. Charakterisierung der Diabetikergruppe gesamt ( n=85 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=61, CT
n=22, TT n=1, SSCP=1 ). Alle Werte außer Geschlecht mit Standardabweichung. BMI in kg/m², andere mg/dl.

        Alle         CC          CT          TT       SSCP
Geschlecht
w / m

       29 / 56      20 / 41         8 / 14        1 / 0        0 / 1

Alter       63 /  13     63 /  13      64  / 12          62         30
TC     193 /  51   194 /  51     181 / 47         311        229
TG     205 / 105   208 / 105     181 / 90         489        197
HDL       39 /  13     38 /  13       40 / 16          39         37
LDL     114 /  42   116 /  45     105 / 36         129        153
Glukose     174 /  68   174 /  68     170 / 61         349        145
BMI       29 /   7     29 /   8       27 /  5          28         24
Gewicht kg       86 /  23     89 /  25       78 / 15          78         85

Die TG-Gruppe umfaßt 84 Personen aus der Lipidambulanz des UKE mit einer Hardy-
Weinberg-Frequenz von 0,87 zu 0,13. Die TG liegen oberhalb von 180 mg/dl und 26 % der
Patienten haben auch NIDDM. Die CT-Genotypen haben mit 897 +/- 1209 mg/dl erhöhte TG
Werte ( p=0,09 im Mann-Whitney U-Test ) und einen erhöhten Anteil an NIDDM ( CC 20 %
NIDDM, CT 47 % NIDDM, p=0,038 im χ² ).

Tab. 7. Charakterisierung der TG-Gruppe gesamt ( n=84 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=64, CT n=18, TT
n=2 ). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in kg/m², andere
mg/dl. Die CT-Genotypen  haben erhöhte TG ( p=0,09 im Mann-Whitney U-Test ) und einen signifikant
erhöhten Anteil ( * ) an NIDDM    ( p=0,038 χ², p=0,06 Fisher ).

          Alle           CC           CT             TT
Geschlecht w / m        15 / 69        14 / 50         1 / 17           0 / 2
Alter        48 / 11        48 / 11       48 / 11             44
NIDDM j / n        22 / 62        13 / 51         8 / 10   *           1 / 1
TC      287 / 110      289 / 110     280 /  117       305 / 84
TG      548 / 620      456 / 261     897 / 1209       409 / 54
HDL        32 /  10        33 /  10       30 / 10         29 /  2
BMI        28 /   4        28 /  4       29 /    3         28 /  5

Die TC-Gruppe umfaßt 89 Personen aus der Lipidambulanz des UKE mit einer Hardy-
Weinberg-Frequenz von 0,89 zu 0,11. Die T-Allelfrequenz liegt 0,04 unter der
Kontrollgruppe ( p=0,49 im χ² ). Die TC liegen über 200 mg/dl und 2 % sind Typ II
Diabetiker. Die HDL-Werte der CT-Genotypen sind mit 51 +/- 21 mg/dl nicht signifikant
gegenüber den CC-Genotypen vermindert ( p=0,4 im Mann-Whitney U-Test ).
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Tab. 8. Charakterisierung der TC-Gruppe gesamt n=89 und nach C1431T Genotyp ( CC n=70, CT n=18, TT
n=1). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in kg/m², andere
mg/dl. HDL ist bei den CT Genotypen nicht signifikant erhöht ( p=0,4 ).

          Alle            CC            CT           TT
Geschlecht w / m        40 / 49         29 / 41         10 / 8          1 / 0
Alter        46 / 13         46 / 16         47 / 13           36
NIDDM j / n          2 / 87           2 / 68           0 / 18          0 / 1
TC      307 / 86       306 / 85       314 /  94          263
TG      150 / 84       152 / 80       148 / 101          141
HDL        47 / 15         46 / 13         51 /  21            31
LDL      229 / 87       228 / 86       234 /  92          178
BMI        25 /  4         26 /  5         24 /   3            24
Gewicht      170 / 10       170 / 10       171 /  10          163

Die Adipositasgruppe ( APM-Gruppe ) umfaßt 224 Personen aus dem Evangelischen
Krankenhaus Dinslaken. Diese Patienten leiden an Adipositas per magna und haben allesamt
einen BMI > 40 kg/m². 16 % leiden an NIDDM. Die Hardy-Weinberg-Frequenz liegt in
diesem Kollektiv bei 0,87 zu 0,13. Die T-Allelfrequenz ist somit 0.02 niedriger als in der
Kontrollgruppe. Die TG der CT-Genotypen sind ebenfalls gegenüber den CC-Genotypen
nicht signifikant vermindert ( p=0,051 im Mann-Whitney U-Test ). Der BMI der-CT
Genotypen ist mit 53 +/- 8 kg/m² erhöht ( p=0,28 Mann-Whitney U-Test ).

Tab. 9. Charakterisierung der Adipositasgruppe gesamt ( n=224 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=168, CT
n=52, TT n=4 ). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in
kg/m², andere mg/dl. Die TG der CT-Genotypen sind vermindert ( p=0,051 Mann-Whitney U-Test ).

         Alle           CC             CT             TT
Geschlecht w / m       188 / 36       141 / 27          43 / 9            4 / 0
Alter         38 / 9         38 / 9          39 / 9          32 / 6
NIDDM j / n        36 / 188         29 / 139           7 / 45            0 / 4
TC      205 / 36       205 / 33       207 / 46        174 / 20
TG      167 / 71       170 / 73       157 / 66        114 / 22
HDL        42 / 11         42 / 11         42 / 12          38 /  7
LDL      129 / 31       126 / 30       131 / 36        116 / 19
BMI        52 /  8         51 /  8         53 /  8          45 /  3
Gewicht kg      168 /  9       169 /  9       167 /  9        170 /  1

            Abschließend ergibt sich für das Gesamtkollektiv, also alle Probanden außer denen der
Kontrollgruppe, eine Allelfrequenz von 0,86 zu 0,14 für die 402 Probanden aus der DIA-,
TG-, TC- und APM-Gruppe ( nach Ausschluß von "missing data", leider entfallen Probanden
aus der TG-Gruppe wegen fehlender LDL-Werte ). Auch im Gesamtkollektiv sind die TG-
Werte der CT-Genotypen mit 162 +/- 70 mg/dl nicht signifikant vermindert ( p=0,16 im
Mann-Whitney U-Test ).
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Tab. 10. Charakterisierung des Gesamtkollektivs ( DIA, TG, TC und APM ) gesamt ( n=402 ) und nach C1431T
Genotyp ( CC n=295, CT n=100, TT n=6 ). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit
Standardabweichung. BMI in kg/m², andere mg/dl.

         Alle            CC            CT             TT
Geschlecht w / m     253 / 149        188 / 107         60 / 40            5 / 1
Alter       50 / 17          50 / 17         51 / 16          44 / 18
NIDDM j / n     143 / 259        105 / 190         36 / 64            1 / 5
TC     200 /  42        200 /  40       199 / 46        200 /  57
TG     170 /  78        171 /  79       162 / 70        176 / 154
HDL       41 /  13          41 / 12         42 / 14          38 / 5
LDL     125 /  36        126 / 35       123 / 37        119 / 17
BMI       41 /  14          41 / 14         40 / 15          40 /  8

Wildtyp

Heterozygot

Homozygot

                               1           3         5          7          9         11        13         15        17     

Abb. 9. Polyacrylamid / Glycerolgel zur Identifikation des C1431T Polymorphismus. Bahn 1: 1 kb-ladder. Bahn
2: Leerkontrolle. Bahn 15: Homozygot. Bahnen 4,6,9,10,13: Wildtyp. Bahnen 3,18: nicht identifizierbar. Alle
anderen Probanden entsprechen dem heterozygoten Genotyp.
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3.2. Assoziation des C1431T Polymorphismus mit NIDDM und Glukose

Hinsichtlich des Glukosestoffwechsels werden alle Probanden, deren Glukose-Werte
vorhanden sind, in eine Gruppe von 267 Patienten zusammengefaßt. Die Allelfrequenz
beträgt hier 0,87 zu 0,13. 49 % sind NIDDM, dies ist jedoch dadurch bedingt, daß bei vielen
Probanden ( v.a. den Nicht-NIDDM ) der Glukose-Wert nicht erhoben wurde. Bei den CT-
Genotypen liegt der Anteil an NIDDM bei 54 % ( p=0,38 im χ²), daher ist auch der Glukose-
Wert bei den CT-Genotypen gegenüber den CC-Genotypen mit 144 +/- 70 mg/dl erhöht
( p=0,08 Mann-Whitney U-Test ).
Auch in dieser Gruppe sind die TG-Werte der CT-Genotypen nicht signifikant gegenüber den
CC-Genotypen vermindert ( p=0,2 Mann-Whitney U-Test ).

Tab. 11. Charakterisierung der "Glukoseprobanden" gesamt ( n=267 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=201,
CT n=61, TT n=4 ). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in
kg/m², andere mg/dl.

         Alle            CC            CT            TT
Geschlecht w / m     148 / 119      107 /  94         38 / 23           3 / 1
Alter       48 / 16        48 / 16         50 / 16         41 / 16
NIDDM n / j     136 / 131      105 / 96         28 / 33           3 / 1
TC     216 /  15      217 /  66       210 /  61       257 /  97
TG     256 / 214      259 / 221       244 / 196       295 / 200
HDL       39 /  12        39 / 12         39 /  14         37 / 7
Glukose     135 /  60      129 /  55       144 /  70       152 / 132
BMI       40 /  14        40 / 14         40 /  14         35 / 10

Die 131 NIDDM Patienten dieser Gruppe weisen wie die DIA-Gruppe eine
Allelfrequenz von 0,86 zu 0,14 auf. Die Glukose- und TG-Werte sind erwartungsgemäß
erhöht und HDL leicht vermindert. Auch hier sind die TG mit 267 +/- 213 mg/dl bei den CT-
Genotypen nicht signifkant vermindert ( p=0,66 Mann-Whitney U-Test ).
Bei den NIDDM Patienten mit CT-Genotyp ist der BMI mit 31 +/- 9 kg/m² gegenüber 34 +/-
11 kg/m² bei den CC-Genotypen nicht signifikant vermindert ( p=0,25 Mann-Whitney ).
Dagegen ist der Glukose-Spiegel bei den CT-Genotypen mit 179 +/- 78 mg/dl erhöht ( p=0,25
Mann-Whitney U-Test ).

Tab. 12. Charakterisierung der NIDDM gesamt ( n=130 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=96, CT n=33, TT
n=1). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in kg/m², andere
mg/dl.

         Alle           CC            CT            TT
Geschlecht w / m       59 / 72        42 / 54        16 / 17           1 / 0
TC     208 /  58      207 / 56      209 /  63            311
TG     283 / 244      288 / 256      267 / 213            489
HDL       38 / 13        38 / 12        38 /  14              39
BMI       33 / 11        34 / 11        31 /   9              28
Glukose     169 / 67      164 / 61      179 /  78            349
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Die Allelfrequenz der136 Nicht-NIDDM liegt bei 0,87 zu 0,13. Wiederum ist TG bei
den CT-Genotypen mit 212 +/- 60 mg/dl nicht signifikant vermindert ( p=0,18 Mann-Whitney
U-Test ). TC ist ebenfalls vermindert ( p=0,39 Mann-Whitney ), Glukose mit 103 +/- 22
mg/dl gegenüber 98 +/- 15 mg/dl leicht erhöht ( p=0,08 Mann-Whitney ). Interessanterweise
ist in dieser Gruppe im Gegensatz zu den NIDDM der BMI der CT Genotypen mit 50 +/- 12
kg/m² gegenüber 46 +/- 13 bei den CC-Genotypen nicht signifikant erhöht ( p=0,48 Mann-
Whitney ). Hierbei handelt es sich um den Einfluß von Probanden aus der APM-Gruppe, bei
denen der selbe Effekt beobachtet wurde.

Tab. 13. Charakterisierung der Nicht-NIDDM gesamt ( n=136 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=105, CT
n=28, TT n=3 ). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in
kg/m², andere mg/dl.

         Alle            CC            CT            TT
Geschlecht w / m         89 / 47         65 / 40         22 / 6           2 / 1
TC       223 /  71       225 /  73       212 /  60       239 / 110
TG       229 / 179       233 / 131       216 / 174       231 / 187
HDL         40 /  12         40 /  12         41 /  14         36 /   8
Glukose         98 /  17         98 /  15       103 /  22         87 / 15
BMI         47 /  13         46 /  13         50 /  12         37 / 11

Abb. 10. Box Plot der BMI-Verteilung der Nicht-Diabetiker der Glukosegruppe nach C1431T Genotyp. Die CT-
Genotypen haben durchschnittlich einen 4 kg/m² höheren BMI als die CC-Genotypen, p=0,48 Mann-Whitney.
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Abb. 11. Box Plot der BMI-Verteilung der Diabetiker der Glukosegruppe nach C1431T Genotyp. Die CT-
Genotypen haben durchschnittlich einen 3 kg/m² niedrigeren BMI als die CC-Genotypen, p=0,25 Mann-
Whitney.

3.3. Assoziation des C1431T Polymorphismus mit Hypercholesterinämie und
Hypertriglyceridämie

TG > 180 mg/dl rechtfertigen die Diagnose Hypertriglyceridämie. 188 Probanden des
Gesamtkollektivs leiden an Hypertriglyceridämie. Die Allelfrequenz aller Probanden mit
Hypertriglyceridämie liegt bei 0,89 zu 0,11. Der Anteil an NIDDM ( n=72 ) beträgt 38 %,
p=0,0001 χ² zur Kontrollgruppe. Randle PJ et al haben bereits 1961 nachgewiesen, daß
Hypertriglyceridämie die Insulinsensitivität stört, was den erhöhten NIDDM Anteil bedingt
[101].
340 Probanden mit TG < 180 mg/dl weisen dagegen wie die Kontrollgruppe eine
Allelfrequenz von 0,85 respektive 0,15 auf, p=0,34 χ² im Verhältnis zu den TG > 180 mg/dl.
Der Anteil an NIDDM beträgt 24 % ( p=0,015 χ² zur Kontrollgruppe).

 Im Gegensatz zu dem hohen NIDDM Anteil bei Hypertriglyceridämie haben alle 266
Probanden, die mit TC > 200 mg/dl und LDL > 130 mg/dl an Hypercholesterinämie leiden,
lediglich einen signifikant verminderten Anteil von 20 % NIDDM ( p=0,0005 χ² ). Bei
Patienten mit dem Syndrom X sind die TC-Werte häufig im Normbereich, während TG
erhöht und HDL vermindert ist [46 54 115]. Die Allelfrequenz bei Probanden mit
Hypercholesterinämie beträgt 0,88 zu 0,12.
Auch bei dieser Hypercholesteringruppe ist TG bei den CT-Genotypen mit 167 +/- 77 mg/dl
nicht signifikant vermindert ( p=0,14 Mann-Whitney U-Test ). Das HDL ist bei den CT-
Genotypen mit 46 +/- 16 mg/dl dagegen erhöht ( p=0,42 Mann-Whitney ), ebenso der BMI
mit 37 +/- 16 kg/m² ( p=0,33 Mann-Whitney ).
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Tab. 14. Charakterisierung der Probanden mit Hypercholesterinämie ( TC > 200 mg/dl und LDL > 130 mg/dl )
gesamt ( n=266 ) und nach C1431T Genotyp ( CC n=206, CT n=58, TT n=2 ). Alle Werte außer Geschlecht und
NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in kg/m², andere mg/dl. Keine Signifikanz.

         Alle           CC           CT            TT
Geschlecht w / m     138 / 128      102 / 104        35 / 23           1 / 1
Alter       49 / 16        49 / 15        50 / 14         40 / 6
NIDDM n / j     213 / 53      166 / 40        46 / 12           1 / 1
TC     267 / 66      267 / 67      269 / 66       254 / 13
TG     185 / 121      189 / 130      167 / 77       256 / 162
HDL       43 / 13        43 / 12        46 / 16         31 / 1
LDL     188 / 64      188 / 65      188 / 63       160 / 26
BMI       35 / 14        43 / 13        37 / 16         28 / 5
TC / HDL ratio         7 / 2          7 / 2          6 / 2              8

3.4. Assoziation des C1431T Polymorphismus mit dem Syndrom X

Das Syndrom X ist eigentlich eine klinische Diagnose, die lediglich labordiagnostisch
unterstützt werden sollte. Dabei sind anerkannte Parameter TG >180 mg/dl, HDL < 40 mg/dl,
BMI > 30 kg/m², Insulin > 13 mU/l sowie eine TC/HDL Ratio > 5. Bei 53 Personen aus dem
Kollektiv sind alle diese Kriterien erfüllt. 20 von diesen Patienten haben NIDDM ( 38 % ).
Die Allelfrequenz liegt nach Hardy-Weinberg bei 0,92 zu 0,08 ( 45 CC, 8 CT, 0 TT ). Im
Gegensatz zur Kontrollgruppe mit einer Allelfrequenz von 0,85 zu 0,15 ( n=71 ) ein
erheblicher, aber nicht signifikanter Unterschied ( p=0,11 χ² ). Das T-Allel ist bei Patienten
mit Syndrom X seltener.
Auffällig sind wieder die niedrigeren TG-Werte der CT-Genotypen gegenüber den CC-
Genotypen ( p=0,34 Mann-Whitney ). Der BMI der CT-Genotypen ist erhöht, weil hier
überproportional viele Probanden der APM-Gruppe vertreten sind ( p=0,4 Mann-Whitney ).
Auch sind die Insulin-Werte der CT-Genotypen niedriger ( p=0,11 Mann-Whitney ).

Tab. 15. Charakterisierung der Probanden mit Syndrom X gesamt ( n=53 ) und nach C1431T Genotyp ( 45 CC, 8
CT, 0 TT ). Alle Werte außer Geschlecht und NIDDM ( j=ja, n=nein ) mit Standardabweichung. BMI in kg/m²,
andere mg/dl. Keine Signifikanz.

             Alle              CC                CT
Geschlecht w / m           29 / 24           23 / 22               6 /  2
NIDDM n / j           33 / 20           27 / 18               6 /  2
TC         224 / 37         226 / 38           215 /  38
TG         358 / 195         356 / 204           311 / 140
HDL           30 /  5           30 /  5             30 /  6
BMI           48 / 11           47 / 10             52 /  13
Insulin mU/l           32 / 22           34 / 23             23 /  8
TC/HDL Ratio             8 / 2             8 / 2               7 /  1
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3.5. Kopplung des C431T und Pro12Ala Polymorphismus

Der C1431T Polymorphismus ist eine Punktmutation ohne Aminosäureaustausch, bei
der funktionelle Einschränkungen des Genproduktes nicht vorhanden sein müssen. Aus den
bisherigen Ergebnissen ist bereits ersichtlich, daß der Effekt dieses Polymorphismus nicht als
sehr folgenschwer anzusehen ist.
Da noch andere Polymorphismen in PPAR γ bekannt sind, soll untersucht werden, ob
eventuell ein summativer Effekt von mehreren Polymorphismen im PPAR γ Gen zu
beobachten ist oder eine Kopplung dieser Polymorphismen vorliegt. Als Kandidat wird der
Pro12Ala Polymorphismus ausgewählt, über den sehr unterschiedlich Ergebnisse publiziert
sind [29 34 38 39 40 68 78 82 87 88 105 126 144]. Es wäre schließlich denkbar, daß z.B. die
Homozygotie in beiden Polymorphismen oder eine besondere Haplotypen Konstellation zu
einem ausgeprägtem NIDDM führt.

270 bp

227 bp

 43  bp

                                        1             3             5            7              9           11          13          15

Abb. 12. Polyacrylamid-Gel zur Identifikation des Pro12Ala Polymorphismus nach PCR-RFLP. Bahn 15: 1 kb-
ladder. Bahn 14: Leerkontrolle. Bahnen 3,5,6,8,9,13: Heterozygote Pro12Ala Träger ( 270, 227 und 43 bp). Alle
anderen sind Wildtyp ( 270 bp ).

71 Probanden wurden deswegen auf den C1431T und Pro12Ala Polymorphismus
untersucht. Von dieser 71 Personen waren 36 NIDDM und 35 Nicht-NIDDM. Die
Allelfrequenzen liegen für den C1431T Polymorphismus bei 0,86 / 0,14, für den Pro12Ala
Polymorphismus bei 0,92 / 0,08. Diese Frequenzen unterliegen dem Hardy-Weinberg Gesetz
und stimmen mit berichteten Frequenzen anderer Publikationen überein [85 136 144].
Ein homozygoter Proband für das Ala-Allel des Pro12Ala Polymorphismus kam in diesem
Kollektiv nicht vor, ein homozygoter T-Allelträger lediglich zweimal. Nur 12 Individuen
tragen ein Ala-Allel ( davon 7 NIDDM ), 18 Probanden ein T-Allel ( davon 8 NIDDM ).
Der Genotyp Pro12Pro/C1431C ist gemäß der Allelfrequenzen am häufigsten ( n=45, 20
NIDDM ), den Genotyp Pro12Ala/C1431T weisen 7 Probanden auf ( davon 3 NIDDM ).
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Pro12Ala/T1431T kommt lediglich einmal vor und ist NIDDM. 14 Probanden zeigen einen
"gemischten" Genotyp ( 4 Pro12Ala/C1431C und 10 Pro12Pro/C1431T, davon 7 NIDDM ).

Abb. 13. und 14. Bivariate Histogramme von NIDDM und Nicht-NIDDM nach C1431T und Pro12Ala Genotyp.
Auffällige Häufung des Pro12Ala/C1431C Genotyps bei Diabetikern ( p=0,34 χ² ). Ein Pro12Ala/T1431T
Genotyp und ein SSCP in der NIDDM Gruppe.

Bivariates Histogramm C1431T und Pro12Ala
37 Nicht-NIDDM

Bivariates Histogramm C1431T und Pro12Ala
31 NIDDM
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Die Probanden werden nach NIDDM und Nicht-NIDDM aufgetrennt und gemäß ihrer
Genotypen für beide Polymorphismen als bivariate Histogramme dargestellt. Dabei ist der
Genotyp Pro12Ala/C1431C ( n=4, 3 NIDDM ) in der NIDDM Gruppe häufiger, jedoch nicht
sinifikant ( p=0,34 χ² ). Der Genotyp Pro12Pro/C1431T ist gleichmäßig vertreten ( n=10, 4
NIDDM ).
Wenn man davon ausgeht, daß der Phänotyp NIDDM in genetischer Hinsicht in den 4
Pro12Ala/C1431C Probanden nicht vom Pro12Ala Polymorphismus bedingt ist, könnte man
diese Häufung von NIDDM auf den insgesamt seltenen Haplotypen Ala/C zurückführen.
Leider ist die Fallzahl dieses Haplotyps sehr gering.

    

                                    1      2     3      4     5     6     7     8      9    10    11   12   13

Abb. 15. Genotypisierung beider Polymorphismen von 13 Probanden im Vergleich. Offenbar sind diese
Polymorphismen nicht miteinander gekoppelt. Einen Ala/C Haplotyp tragen definitiv 5,6,9. Weitere mögliche
Ala/C Haplotypen wären 1,8. Den Haplotyp Ala/T zeigt definitiv nur Proband 11. Die Probanden 1,8,9,10,11
sind NIDDM. Die Probanden 6 und 12 IDDM.

Der C1431T Polymorphismus ist wahrscheinlich nicht mit Pro12Ala gekoppelt. Dazu
müßte wegen der unmittelbaren Nähe und der geringen "crossing-over" Wahrscheinlichkeit
der Polymorphismen ein einheitlicherer Genotyp auftreten [149].
Die Anzahl der Ala/T Haplotypen ( n=1, weitere 2 möglich ) in der Abbildung oben ist
wesentlich geringer als die Anzahl der Pro/T Haplotypen ( n=7, weitere 2 möglich ). Definitiv
nur ein Proband trägt den Haplotypen Ala/T, bei 2 Probanden mit Genotyp Pro12Ala/C1431T
kann keine Aussage über den Haplotypen gemacht werden, da dies reine Spekulation wäre.

Der Ala/C Haplotyp scheint zusammenfassend besonders gefährdet, einen NIDDM
auszuprägen. Es sind jedoch zu wenige Probanden mit diesem Haplotypen in unserem
Kollektiv vorhanden, um eindeutige Aussagen fällen zu dürfen, sehr viel größere Kollektive
wären dazu notwendig. Auch die von Meirhaeghe A et al [85] vorgestellte Hypothese eines
weiteren, bisher nicht bekannten Polymorphismus in unmittelbarer Nähe von C1431T, aber
nicht unbedingt innerhalb des PPAR γ Gens, bleibt zu bedenken. C1431T könnte als Sonde
für diesen Polymorphismus interpretiert werden [149].
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3.6.   Zufallsbeobachtung: Ein SSCP im Exon 6

Wie in der Einleitung erläutert ist der NIDDM als polygenetisch und multifaktoriell
determinierte Erkrankung anzusehen, wobei die genaueren Vererbungsmodi und Loci noch
nicht eindeutig bekannt sind. Als Ausnahme ist der MODY bekannt, eine Sonderform des
NIDDM.
Der MODY vererbt sich mit hoher Penetranz autosomal-dominant und fällt durch sehr frühe
Manifestation des NIDDM im Alter vor dem 25. Lebensjahr sowie einen primären Defekt der
Insulin Sekretion auf [41 49]. MODYs zeigen häufig nur eine mäßige Hyperglykämie und
sind resistent gegenüber einer Ketose. Es sind keine Insellzellantikörper nachweisbar.
Die Genetik ist bereits relativ genau beschrieben. Für den Vererbungsmodus autosomal-
dominant sprechen die häufige direkte Transmission durch drei Generationen einer Familie,
das 1:1 Verhältnis diabetischer und nicht-diabetischer Kinder bei einem Elter mit MODY,
ferner die hohe Penetranz der bisher bekannten Defekte ( 90% aller Allelträger werden
phänotypisch auch Diabetiker ) sowie die direkte Vererbung von Vater auf Sohn, die einen X-
chromosomalen Erbgang ausschließt [46].
Die bisher publizierten Genloci, die zum Phänotyp des MODY führen, sind HNF-4α ( MO-
DY1 ) auf 20q, GCK ( MODY2 ) auf 7p, HNF-1α ( MODY3 ) auf 12q, IPF-1 ( MODY4 ) auf
13q und HNF-1β ( MODY5 ) auf 17cen-q.

Während in diesem Kollektiv das Exon 6 auf Polymorphismen mit der SSCP Methode
gescreent wurde, fiel ein SSCP auf. Dieses Individuum war ein iranischer MODY-Kandidat,
der von der Erkrankung zweier weiterer Brüder sprach, seine Mutter verstarb bereits im Alter
von 48 Jahren an Diabetes.

Wildtyp

Heterozygot

SSCP

                                               1               3                5                7               9              11

Abb. 16. Identifikation eines SSCP im Exon 6. Bahnen 2,7,8,9: normale Wildtypen. Bahnen 1,10,11:
heterozygot C1431T, Lane 3,4,5,6: SSCP, in diesem Gel mit unterschiedlichen Verdünnungen aufgetragen.

  Das Exon 6 des Probanden wurde sequenziert. Im Vergleich mit zwei Wildtyp-
Probanden ergab sich eine Substitution von C / T ( ACG zu ATG ) am Nukleotid 1460
( C1460T ). Dieser Substitution folgt gemäß der in Elbrecht A et al [35] veröffentlichten
Sequenz von PPAR γ ein Aminosäureaustausch von Threonin zu Methionin an Position 487,
Thr487Met.
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Abb. 17-21.  Links 3´ und 5´ Sequenz des Wildtyp, rechts 3´ und 5´ Sequenz des heterozygoten SSCP mit einer
C/T Substitution im Nukleotid 1460, Aminosäureposition 487. ACG ( auf dem 5´ codogenen Strang ) wird zu
ATG und somit Threonin zu Methionin.

Ein Aminosäureaustausch zum Methionin kann in diesem Individuum durchaus mit
einer veränderten Tertiärstruktur und somit Dysfunktion des Proteins einhergehen. Methionin
trägt ferner eine Methylgruppe und kann somit das für das Splicing wichtige
Methylierungsmuster beeinflussen [8].
Wenn es sich bei diesem neuen Polymorphismus um ein MODY-Gen handeln sollte, müßte
dieser Polymorphismus in der Familie gehäuft auftreten. Zunächst wurde der Bruder des
Probanden, der ebenfalls einen MODY ausgeprägt hatte, aufgesucht und das Exon 6 von
PPAR γ sequenziert. Der Bruder zeigte jedoch eindeutig den Wildtyp.
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Abb. 22 und 23. Die 5´ und 3´ Sequenzen des Bruders des SSCP entsprechen dem ACG Wildtyp, kodierend für
Threonin. Zumindest im Exon 6 liegt weder der entdeckte Polymorphismus des Bruders noch ein anderer
Polymorphismus vor.

In Anbetracht des vorliegenden Wildtypus im Bruder ist es sehr unwahrscheinlich, daß
es sich bei diesem Polymorphismus um ein bisher nicht beschriebenen MODY-Standort
handelt. Der Rest der Familie müßte hinsichtlich dieses Polymorphismus im Exon 6 von
PPAR γ untersucht werden. Möglicherweise sind in dieser Familie auch zwei MODY-Gene
kombiniert, wahrscheinlicher ist jedoch die Annahme einer privaten Mutation in diesem
klinisch ausgeprägten MODY Individuum.
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Meirhaeghe A et al [85], Wang XL et al [136], Ogawa S et al [93] und Evans D et al
[38] haben bisher den C1431T Polymorphismus in unterschiedlicher Absicht gescreent.
Meirhaeghe A et al [85] und Ogawa S et al [93] haben dabei Diabetiker und andere
Probanden, die wegen Adipositas oder Dyslipidämie therapeutisch behandelt werden, von der
Analyse ausgeschlossen, so daß alleine vom Probandenkollektiv her eine Vergleichbarkeit mit
diesem Kollektiv nicht ohne Vorsicht zulässig ist. Wang XL et al [136] verwendeten ebenfalls
ein "hospitalisiertes" Kollektiv von KHK Patienten, die auch andere Risikofaktoren wie z.B.
Dyslipidämie und Hypertonus, also Bestandteile des metabolischen Syndroms, aufweisen. Die
Vergleichbarkeit mit diesem Kollektiv ist am ehesten gegeben. Der Großteil der Probanden
aus der Publikation von Evans D et al [38] entspricht dem Kollektiv dieser Arbeit.
Teils handelt es sich auch um unterschiedliche ethnische Gruppen und somit Populationen mit
unterschiedlichem Gen-Pool. Wie groß die Unterschiede in der Allelfrequenz eines
Polymorphismus von Volk zu Volk sein können, kann man Yen C-J et al [144] in Bezug auf
den Pro12Ala Polymorphismus entnehmen: Die Ala-Allelfrequenzen variieren zwischen 0,12
und 0,01 unter den einzelnen Ethnien.
Alle Gruppen verwendeten Assoziationsstudien. Meirrhaege A et al [85] und Ogawa S et al
[93] faßten die CT- und TT-Genotypen zu einer Gruppe zusammen, um somit den Effekt des
T-Allels zu akzentuieren und die statistische Aussagefähigkeit zu verbessern, wie von
Meirrhaege A et al [85] vorgeschlagen wurde. Ursächlich für diese Maßnahme wird erwähnt,
daß die Anzahl homozygoter T-Allelträger in allen Kollektiven sehr klein ist. Im Falle des
C1431T Polymorphismus könnte dies ein systematischer Fehler gewesen sein, weil
vorausgesetzt wurde, daß sich der homozygote Genotyp phänotypisch stärker ausprägt als der
heterozygote Genotyp. Daher werden in dieser Arbeit alle Genotypen einzeln berücksichtigt.
Um die Effekte des seltenen T1431T Genotyps statistisch sicher zu belegen, wäre allerdings
ein Kollektiv von mindestens 3000 Individuen notwendig [136]. Es läßt sich jedoch ein
Haplotypenvorteil des CT-Genotyps nicht leugnen.
Ogawa S et al [93], Meirhaeghe A et al [85] und Wang XL et al [136] haben den RFLP zum
Nachweis des C1431T Polymorphismus mit dem Restriktionsenzym PmlI geführt, während in
dieser Arbeit das Restriktionsenzym BstU 1 zum Einsatz kam. Die beiden Restriktionsenzyme
sollen in Sensitivität und Spezifität jedoch annähernd identisch sein.

Meirhaeghe A et al [85] und Wang XL et al [136] untersuchten C1431T hinsichtlich
ähnlicher Fragestellungen in Berührung mit Adipositas, Fettstoffwechsel und KHK. Ogawa S
et al [93] screenten den C1431T Polymorphismus im Zusammenhang mit der Knochendichte
bei 404 japanischen Frauen in der Postmenopause. TNF α ist als Antagonist des Insulins und
inhibiert durch PPAR γ tatsächlich ein Osteoklasten aktivierender und somit in Bezug auf die
Knochendichte kataboler Faktor. Tatsächlich wird eine Assoziation des C1431T
Polymorphismus mit verminderter Knochendichte in diesem Kollektiv von Ogawa S et al [93]
gefunden.
Wang XL et al [136] finden unter 647 kaukasischen Australiern, allesamt zur
Koronarangiographie hospitalisiert, keine Assoziation von C1431T mit Diabetes, BMI oder
Hypertonus. Im Gegenteil finden die Autoren bei CT- und TT-Genotypen ein niedrigeres
Risiko für KHK mit einem p=0,0015 für CT, bei TT-Genotypen p=0,0045. Die Autoren
schlagen einen direkten Gefäßwandeffekt des Polymorphismus vor und sprechen von einem
Haplotypenvorteil. Diese heterozygoten Allelträger zeigten auch höheres HDL, wie die
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Probanden der Hypercholesteringruppe dieser Arbeit. HDL ist bekannterweise
koronarprotektiv [28 45 69 72 113 114].
Meirhaeghe A et al [85] untersuchten 1154 französische Probanden ohne Hinweis auf eine
Assoziation von C1431T mit BMI, "Waist-Hip-Ratio" und Hypertonus. In adipösen
Probanden findet die Autorengruppe jedoch zirkulierende Leptin-Werte bei T-Allelträgern,
und schlägt eine modifizierende Rolle für den Polymorphismus hinsichtlich der Beziehung
zwischen BMI und Leptin vor. Zusätzlich wird der Gedanke des "Sondenphänomens"
erstmals für C1431T erwogen, also die unmittelbare Nähe von C1431T zu einem funktionell
bedeutendem, aber bisher unentdeckten Polymorphismus.

Im untersuchten Gesamtkollektiv dieser Arbeit, welches wesentlich aus zu
therapierenden und hospitalisierten Patienten und nicht aus der allgemeinen Population
stammt, zeigt sich eine Allelfrequenz des C1431T Polymorphismus von 0,86 / 0,14. Die aus
Blutspendern rekrutierte Kontrollgruppe zeigt eine Allelfrequenz von 0,85 / 0,15. Diese
Ergebnisse entsprechen den angegebenen Frequenzen anderer Publikationen für diesen
Polymorphismus, bei Meirhaeghe A et al [85] 0,86 / 0,14, bei Ogawa S et al [93] 0,851 /
0,149, bei Wang XL et al [136] 0,837 / 0,163.
Die statistische Auswertung in den einzelnen TG-, TC-, APM-, DIA- und Kontrollgruppe
offenbart keine neuen signifikanten Assoziationen. Die CT-Genoypen zeigen regelmäßig
verminderte TG, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, die erhöhte TG aufweisen ( p=0,2 ).
Besonders deutlich verringert sind die TG in der Adipositasgruppe ( p=0,051 ) und
Diabetikergruppe ( p=0,42 ). Dies gilt im wesentlichen für die CT-Genotypen, TT-Genotypen
liegen in zu kleiner Anzahl für eine relevante Aussage vor, oder es liegt ein Indiz für den
Haplotypenvorteil vor. Die Häufung von NIDDM in der Hypertriglyceridämiegruppe ist
signifikant ( p=0,038 ), aber die Assoziation von Hypertriglyceridämie und Insulinresistenz
wurde bereits von Randle PJ et al [101] 1961 beschrieben. Die Hypercholesterinämiegruppe
zeigt erwartet keinen erhöhten Anteil an NIDDM oder Syndrom X, weil diese häufig
normales Cholesterin aufweisen [30 46 54 115]. Allerdings weist diese
Hypercholesteringruppe eine niedrige T-Allelfrequenz von 0,11 auf ( Kontrollgruppe 0,15,
p=0,49 ). Diese Subgruppe zeigt wie bei Wang XL et al [136] erhöhtes koronarprotektives
HDL bei den CT-Genotypen ( p=0,4 ).
In dem beobachteten Kollektiv ist also ebenfalls ein gewisser "Haplotypenvorteil" zu
beobachten, der bei CT-Genotypen TG und HDL günstig beeinflußt.

Alle 131 NIDDM des Gesamtkollektivs zeigen im Verhältnis zu den 136 Nicht-
NIDDM einen verminderten BMI bei CT gegenüber CC, wobei der Anteil an Adipösen bei
den Nicht-NIDDM recht hoch ist. Es könnte sich allerdings auch hier um einen
Haplotypenvorteil handeln. Bei den 188 Probanden mit Hypertriglyceridämie und den 266
Probanden mit Hypercholesterinämie ist die T-Allelfrequenz mit 0,11 respektive 0,12
gegenüber der Kontrollgruppe mit 0,15 nicht signifikant vermindert ( p=0,34 ). Das T-Allel ist
bei Probanden mit Dyslipidämie seltener, ebenso trifft dies für die 53 Syndrom X Probanden
mit einer T-Allelfrequenz von 0,08 zu ( p=0,11 ). Auch hier sind TG und HDL bei CT-
Genotypen günstig beeinflußt, jedoch nicht signifikant. Wieder zeigt sich ein Indiz für den
Haplotypenvorteil.
Insgesamt ist das T-Allel bei der Kontrollgruppe häufiger vertreten als bei "Kranken". Der
Genotyp CT scheint ein prognostisch günstiger Faktor für Patienten mit Syndrom X, Diabetes
und Dyslipidämie zu sein, da TG und HDL zum Vorteil beeinflußt sind. Dies kann positive
Folgen auf die Entwicklung einer Atherogenese im Sinne eines "präventiven Faktors" haben.

Im Hinblick auf die gekoppelte Analyse des C1431T und Pro12Ala Polymorphismus
fällt auf, daß ein seltener Haplotyp Ala/C, den nur 4 von 71 Probanden tragen, mit NIDDM
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assoziiert ist. 3 von diesen 4 Probanden sind NIDDM ( p=0,34 χ² ). Für eindeutige
Assoziationen sind weit größere Fallzahlen erforderlich, jedoch konnte dieses Ergebnis von
Evans D et al mit größerer Fallzahl bestätigt werden [38].

Ein Polymorphismus in PPAR γ im Zusammenhang mit MODY ist bis heute nicht
beschrieben worden, wäre aber wegen der bedeutsamen Funktion von PPAR γ durchaus
vorstellbar. Screening in den 5 bekannten MODY-Genen bei 67 französischen MODY-
Familien hat gezeigt, das 11 ( 16% ) dieser Familien keine Mutationen in den bisher
bekannten MODY-Genen aufwiesen [21]. Chevre JC et al [21] zogen daraus die
Schlußfolgerung zumindest eines weiteren und bisher nicht bekannten MODY-Locus.
Wahrscheinlich sind es noch sehr viel mehr. PPAR γ wäre rein funktionell gesehen ein
perfektes Kandidaten Gen. Allerdings kann bei dem Bruder des Probanden, der ebenfalls
MODY ist, der Polymorphismus nicht nachgewiesen werden, so daß es sich vermutlich um
eine zufällige Variante handelt. Die komplette Familie müßte untersucht werden.
  

In der Zukunft sollten verstärkt Linkageanalysen mit anderen Polymorphismen und
anderen Genen betrieben werden. Ist PPAR γ als Kandidatengen überhaupt geeignet, oder
handelt es sich bei den untersuchten Polymorphismen nur um ein Sondenphänomen? Alle
bisher veröffentlichten Publikationen zu dieser Thematik verwenden lediglich statistische
Assoziationsstudien, mit Ausnahme von Deeb SS et al [29], die eine verringerte Affinität des
Ala-Allels zum PPRE im LPL- und ACO-Gen zeigen konnten.
Es sind ferner weit größere Fallzahlen notwendig, Assoziationen von seltenen Haplotypen wie
Ala/C oder den homozygoten T1431T Genotyp mit NIDDM oder Dyslipidämie statistisch
sicher zu belegen.
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In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen einer genetischen Variation in
einem geeigneten Kandidatengen und pathologischen Veränderungen im Lipid- und
Glukosestoffwechsel beim Menschen mit Hilfe einer Assoziationsstudie untersucht. Als
Kandidatengen wurde ein Transkriptionsfaktor von zentraler regulatorischer Funktion im
Lipid- und Glukosestoffwechsel ausgewählt, der humane Peroxisomen Proliferator-aktivierten
Rezeptor γ ( PPAR γ ). Als Polymorphismus wurde der bisher wenig untersuchte C1431T
Polymorphismus gewählt.
Für die Assoziation des C1431T Polymorphismus im PPAR γ mit dem Lipid- und
Glukosestoffwechsel wurden 366 C1431T Genotypisierungen mittels PCR und SSCP
durchgeführt. 323 C1431T Genotypisierungen ( Adipositas-Kollektiv und Diabetiker-
Kollektiv ) werden zur Analyse aus anderen Projekten hinzugezogen.
Die Ergebnisse der Genotypisierungen wurden statistisch mit den aus den Patientenakten
erhobenen Daten ins Verhältnis gesetzt. 674 von 689 dieser Probanden wurden nach
Ausschluß von "missing data"  in die Analyse einbezogen.
157 Pro12Ala Genotypisierungen mittels PCR und RFLP wurden wesentlich für die
Fortsetzung anderer Projekte durchgeführt. 68 dieser Pro12Ala genotypisierten Probanden
wurden gemeinsam mit dem C1431T Polymorphismus hinsichtlich einer möglichen
Kopplung analysiert.

Der Polymorphismus wird in Hinblick auf NIDDM und Glukose,
Hypercholesterinämie, Hypertriglyceridämie und Syndrom X im Gesamtkollektiv und
einzelnen Subgruppen untersucht. Dabei wird eine erhöhte Tendenz des Vorkommens des T-
Allels bei NIDDM Probanden beschrieben, die mit einem günstigen Einfluß auf BMI, TG und
HDL einhergeht und v.a. bei heterozygoten Probanden auffällt. Es könnte also einen
Heterozygotenvorteil bei C1431T geben, wie Wang X et al [136] vorschlug. Aussagen über
den TT-Genotyp können wegen Seltenheit der Homozygotie kaum getroffen werden.
In Bezug auf die gekoppelte Analyse der C1431T und Pro12Ala Polymorphismen wird über
eine seltene Haplotypen Konstellation berichtet, die mit NIDDM assoziiert scheint.

Die im Rahmen der zur Detektion des C1431T Polymorphismus gewählte Methode
SSCP diente ferner zum Screening neuer Polymorphismen im Exon 6. Ein solcher
Polymorphismus wurde im Verlaufe dieser Arbeit gefunden und mit einem automatischen
Sequenzierer sequenziert. Ein Zusammenhang mit dem MODY wird vorgeschlagen. Nach
Untersuchung von Angehörigen handelt es sich vermutlich um eine äußerst seltene spontane
Mutation in diesem Individuum, die einen Aminosäureaustausch verursacht, Thr487Met.

Letztendlich ist keine hochsignifikante Assoziation des C1431T Polymorphismus mit
dem Syndrom X oder Diabetes beobachtet worden, so daß weitere Untersuchungen mit
größeren Fallzahlen notwendig sein werden, um Zusammenhänge statistisch sicher zu
belegen. Abschließend wird die zukünftige Suche nach weiteren Polymorphismen in diesem
Gen notwendig sein.
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