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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Definition

Unter dem Begriff Diabetes mellitus werden Stoffwechselerkrankungen
unterschiedlicher Genese zusammengefasst, die auf einen relativen oder
absoluten Insulinmangel zurlickzufiihren sind. Charakteristisch fir die Erkrankung
sind dauerhaft erhohte Glucosekonzentrationen im Plasma (klinisch manifester
Diabetes mellitus) oder eine inadaquate Verwertung der zugefihrten Glucose
(gestorte Glucosetoleranz) (Parhofer et al., 2004).

Nach klinischen Gesichtspunkten wird zwischen Diabetes mellitus Typ 1 und
Typ 2 unterschieden. Wahrend die Entwicklung zum manifesten Typ-1-Diabetes
mellitus bei Kindern und Jugendlichen innerhalb von mehreren Tagen bis Wochen
erfolgt, ist der erst im Erwachsenenalter auftretende Typ-2-Diabetes mellitus durch
einen schleichenden, oft Uber Jahre hinweg symptomlosen Verlauf gekenn-
zeichnet, sodass in vielen Fallen erst bei einer Routineuntersuchung erkannte
erhohte Glucosewerte in Blut und Urin zur Diagnose fuhren. Meist besteht bei
seiner Diagnosestellung noch  kein allgemeiner Katabolismus des
Proteinstoffwechsels oder eine durch den Insulinmangel bedingte
Lipidmobilisation. Erst wenn die Erkrankung Uber einen langeren Zeitraum
unerkannt besteht, kommt es mit zunehmendem Ausmal} des Insulinmangels zur
klinischen Manifestation der Erkrankung mit schwerwiegenden Schaden an
Blutgefal’- und Nervensystem.

Mehr als 95% der in Deutschland lebenden Diabetiker konnen dem Typ 2
zugeordnet werden. Wahrend die Inzidenzraten bei den an Typ-1-Diabetes
Erkrankten weitgehend stabil geblieben sind, nahm die Anzahl der
Neuerkrankungen unter den Typ-2-Diabetikern in den letzten Jahren erheblich zu
(Berger et al., 2000).



1.1.2 Diagnostische Kriterien der American Diabetes Association

Im Jahr 2006 verdffentlichte die Expertenkommission der American Diabetes

Association Uberarbeitete Kriterien zur Diagnose und Klassifikation des Diabetes

mellitus. Diese Kriterien basieren auf epidemiologischen Daten, die einen

Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie und den moglichen Komplikationen des

Diabetes mellitus herstellen (American Diabetes Association Expert Committee,
1997; American Diabetes Association, 2006).

Die revidierten Kriterien ermoéglichen die Diagnose des Diabetes mellitus auf

drei verschiedene Arten:

1.

Bestimmung des Nichtern-Plasma-Glucose-Wertes
Die Bestimmung des Nuchternblutzuckers ist der entscheidende Test zur
Diagnose eines Diabetes mellitus. Um dieses diagnostische Kriterium
verwenden zu konnen, muss der Patient ndchtern sein. Nuchternheit
bedeutet in diesem Fall, dass er mindestens acht Stunden vor
Durchfihrung der Blutentnahme keine Nahrung bzw. kalorienhaltige
Getranke zu sich genommen haben darf.

Die folgende Tabelle zeigt die diagnostischen Richtwerte zur

Feststellung eines Diabetes mellitus.

Tab. 1. Laborchemische Kriterien zur Diagnose eines Diabetes mellitus
nach Bestimmung des Niichternblutzuckers

Status Nuchtern-Plasma-Glucose
Normal <100 mg/dl
Gestorte Glucose-Homdostase 2100 mg/dl £126 mg/dI
Diabetes mellitus 2126 mg/dl

Oraler Glucosetoleranztest

Nach Messung des Nuchtern-Plasma-Glucose-Wertes nehmen die
Patienten eine Testlésung zu sich, die 75 g Glucose enthalt. Zwei Stunden
nach der Glucoseaufnahme erfolgt die erneute Bestimmung des

Blutzuckerspiegels. Drei Tage vor Durchfihrung des Tests sollten die




Versuchspersonen eine normale Diat mit einem Kohlehydratanteil von
mindestens 150 g Kohlehydraten/Tag zu sich nehmen, um Hungerzustande
zu vermeiden (Fujita et al., 1975). Mittels nachfolgender Tabelle werden
Laborbefunde zur Diagnose eines Diabetes mellitus nach der Durchfliihrung

eines oralen Glucosetoleranztests dargestellt.

Tab. 2: Laborchemische Kriterien zur Diagnose eines Diabetes mellitus
nach Durchfiihrung eines oralen Glucosetoleranztests

Status Oraler Glucosetoleranztest
Normal <140 mg/dl nach 2 Stunden

Gestorte Glucose-Homoostase 2140 mg/dI<200 mg/dl nach 2 Stunden
Diabetes mellitus 2200 mg/dl nach 2 Stunden

3. Gelegentlich auftretende Hyperglykdmien, die mit klassischen Symptomen
assoziiert sind, gelten ebenfalls als diagnostisches Kriterium zur
Feststellung eines Diabetes mellitus.

Leiden die Patienten an klassischen Symptomen des Diabetes mellitus
wie Polyurie, Polydipsie und/oder einem nicht intendierten Gewichtverlust
und werden zusatzlich Gelegenheitsblutzucker von Uber 200 mg/dl

gemessen, liegt mit groler Wahrscheinlichkeit ein Diabetes mellitus vor.

Unabhangig davon, welches der drei Kriterien zur Diagnose des Diabetes mellitus
verwendet wird, muss die Diagnose durch eine wiederholte Bestimmung des

Blutzuckers an einem zweiten Tag gesichert werden.

1.1.3 Pathogenese des Typ-1-Diabetes mellitus

Der Typ-1-Diabetes mellitus manifestiert sich vorwiegend im Kindes- und
Jugendalter. Klinisch imponiert die Erkrankung durch das plétzliche Auftreten von
Symptomen (Gewichtverlust, Durst, Polydipsie, Polyurie), den Insulinmangel und
die Ketoseneigung. Dies fuhrt zu einer lebenslangen Abhangigkeit von taglichen

Insulininjektionen.



Charakteristisch fir den Typ-1-Diabetes ist eine selektive und irreversible
Zerstorung der Insulin produzierenden (-Zellen des Pankreas, die in der Regel
zum absoluten Insulinmangel fuhrt (Kolb, 1997). Die Glucagon produzierende a-
Zellen und Somatostatin sezernierenden d-Zellen bleiben jedoch intakt.

Die Ursachen des Typ-1-Diabetes sind bisher weitgehend unbekannt, die
weltweit steigende Inzidenz lasst allerdings vermuten, dass Umwelteinflisse an
der Pathogenese beteiligt sind (EURODIAB ACE Study Group 2000). Als
ausléosende Faktoren werden Infektionen mit pankreotropen Viren (Yoon et al.,
1979; Yoon, 1991; Dahlquist et al., 1995) und allergische Reaktionen auf
Nahrungsbestandteile (Dahlquist et al., 1991; Karjalainen et al., 1992) diskutiert.

Die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in den Langerhans’schen Inseln des
Pankreas und der Nachweis von Autoantikérpern gegen Inselzellen (ICA), Insulin
(IAA), Glutamat-Decarboxylase (GADA) oder Tyrosinphosphatase (IA-2A, 1A-2BA)
bei der Mehrzahl der Betroffenen deutet auf das Vorliegen einer
autoimmunvermittelten Erkrankung hin (Seissler et al., 1998; Maclaren et al.,
1999).

Aulerdem wird angenommen, dass eine genetische Disposition bei der
Entstehung der Erkrankung eine Rolle spielt. Ungefahr 20% der Typ-1-Diabetiker
haben eine positive Familienanamnese und mehr als 90% der Patienten weisen
die HLA-Merkmale DR 3 und/oder DR 4 auf (Atkinson et al., 1994). Studien
beschreiben, dass der ein- bzw. zweieiige Zwilling eines an Typ-1-Diabetes
Erkrankten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit als andere Verwandte ersten
Grades ebenfalls an Diabetes mellitus Typ 1 erkrankt (Kyvik et al., 1995; Petersen
et al., 1997; Redondo et al., 1999). Auch unterliegen die Nachkommen eines an
Typ-1-Diabetes erkrankten Elternteils einem erhodhten Risiko, die Krankheit im

Laufe ihres Lebens auszupragen (Bingley, 1996).

1.1.4 Pathogenese des Typ-2-Diabetes mellitus

Der Typ-2-Diabetes mellitus ist eine heterogene und komplexe Erkrankung, im
Jahr 2002 waren ungefahr 8,7% der Bevolkerung der westlichen Welt von der

Krankheit betroffen (American Diabetes Association, 2004). Die Pravalenz bei



Erwachsenen Uber 60 Jahren liegt zwischen 10 und 20%, andere ethnische
Populationen wie die Pima-Indianer und die Nauruans erreichen Werte von
nahezu 40% (Harries et al., 1987).

Der Typ-2-Diabetes manifestiert sich mit zunehmendem Alter als Folge einer
abnehmenden Zahl von B-Zellen im Pankreas und/oder der Entwicklung einer
Insulinresistenz in den Zielorganen Leber, Skelettmuskel und Fettgewebe. Der
frheste feststellbare Defekt und ein Risikofaktor in der Entwicklung des Typ-2-
Diabetes mellitus ist die Insulinresistenz, die haufig bereits 15 bis 25 Jahre vor der
klinischen Manifestation der Erkrankung auftritt (Reaven, 1988; Lillioja et al., 1993;
Kahn 1994). Zunachst wird die Insulinresistenz durch eine gesteigerte
Insulinsekretion kompensiert, nach einiger Zeit jedoch kann die Hyperinsulindmie
aufgrund der begrenzten Synthese- und Sekretionskapazitat pankreatischer B-
Zellen nicht mehr aufrechterhalten werden. Zusatzlich bewirkt die
Hyperinsulinamie die Verstarkung der Insulinresistenz durch eine Downregulation
der Insulinrezeptoren. Die Folge ist ein Anstieg des Blutglucosespiegels und
letztendlich der Ausbruch des Diabetes mellitus (Polonsky et al., 1996,).

Es wird vermutet, dass neben Alter, Ubergewicht und mangelnder
korperlicher Aktivitat (Colditz et al., 1995; Haffner, 1998; Choi et al., 2001,
American Diabetes Association, 2004) eine genetische Pradisposition bei der
Entstehung des Typ-2-Diabetes eine bedeutende Rolle spielt. Darauf weisen die
gehaufte Verbreitung bei Nachkommen der Erkrankten (Rich, 1990; Grannar,
1992; Shaw et al., 1999) und eine erhohte Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen
(Newman et al., 1987; Poulsen et al., 1999; Medici et al., 1999) hin. Zwar wurden
Mutationen im Insulinrezeptor-Gen (Permutt et al., 1991; Kishimoto et al., 1992) in
seltenen schweren Fallen einer Insulinresistenz identifiziert, jedoch sind trotz
intensiver Forschung die fur die Entwicklung des haufig auftretenden Typ-2-

Diabetes mellitus verantwortlichen Gene bislang unbekannt.

1.1.5 Seltene spezifische Formen des Diabetes mellitus

Obgleich die Insulinresistenz ein wichtiges Merkmal in der Pathogenese des Typ-

2-Diabetes ist, sind Mutationen im Insulinrezeptor-Gen extrem selten und in der



Regel mit Syndromen schwerster Insulinresistenz assoziiert (Taylor, 1991). Es
wird vermutet, dass etwa 0,1 bis 1% der Bevolkerung heterozygote Trager einer
Mutation im Insulinrezeptor-Gen sind (Taylor, 1992). Zwei typische klinische
Befunde bei allen Syndromen, die mit schwerster Insulinresistenz einhergehen,
sind die Akanthosis nigricans und der Hyperandrogenismus bei weiblichen
Patienten. Neben der Typ-A-Insulinresistenz, die durch die Trias Insulinresistenz,
Akanthosis nigricans und Hyperandrogenismus definiert wird (Kahn, 1976),
werden das Rabson-Mendenhall Syndrom, eine Variante des Typ-A-Syndroms,
der Leprechaunismus und die unterschiedlichen Arten der Lipodystrophie zu
diesen genetischen Defekten gezahlt.

Ebenfalls eine seltene Variante ist der Maturity onset diabetes of the young
(MODY), von dem bisher sechs verschiedene Unterformen identifiziert wurden.
Die Krankheit tritt weltweit auf, die Pravalenz unter den Typ-2-Diabetikern wird auf
2 bis 5% geschatzt (Froguel, 1993; Ledermann, 1995). Primar liegen der
Erkrankung genetisch heterogene Defekte der B-Zellfunktion zugrunde, die
letztendlich zu einer Stérung der Insulinsekretion mit konsekutivem Insulinmangel
fuhren. Alle bisher beschrieben Varianten werden autosomal dominant vererbt,
charakteristisch ist die klinische Manifestation vor dem 25. Lebensjahr (Fajans,
1989). Bis dato wurden diverse Mutationen, die flur das Auftreten des MODY
verantwortlich sind, gefunden. So liegt bei MODY 1 eine Nonsensemutation des
HNF 4a (hepatic nuclear factor 4a) auf Chromosom 20 mit inkompletter Penetranz
vor (Bell et al.,, 1991; Yamagata et al.,1996). MODY 2 ist auf eine
Nonsensemutation des Glukokinase-Gens auf Chromosom 7 zuruckzufuhren
(Froguel, 1993; Vionnet, 1992). Weitere Mutationen wurden fur MODY 3 (HNF 1q,
Chromosom 12) (Vaxillaire, 1995; Yamagata, 1996), MODY 4 (Insulin promotor
factor-1, Chromosom 13) (Stoffers, 1997), MODY 5 (HNF 1B, Chromosom 17)
(Horikawa et al., 1997) und MODY 6 (NEUROD1) (Malecki, 1999) beschrieben.



1.1.6 Folgen des Diabetes mellitus

Der Verlauf des Diabetes mellitus wird entscheidend durch die Spatkomplikationen
bestimmt, die sich bevorzugt an den grof3en Blutgefalten, Nieren, Augen und
Nerven manifestieren.

Makroangiopathien mit Friharteriosklerose gelten als fuhrende Ursache von
Sterblichkeit und Morbiditat unter den Diabetes mellitus Patienten (Laakso, 1999;
Morrish et al., 2001). Diverse Studien weisen darauf hin, dass das Risiko fur
Patienten mit Diabetes mellitus, eine koronare Herzkrankheit, eine periphere
arterielle Verschlusskrankheit oder einen ischamischen Hirninfarkt zu erleiden, im
Vergleich zu Nichterkrankten signifikant erhoht ist (Laakso et al., 1997; Haffner et
al.,, 1998). Gleichzeitig vorhandene Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Hyper-
cholesterinamie und Zigarettenrauchen steigern die Inzidenz kardiovaskularer
Erkrankungen zusatzlich (Eastman et al., 1997, Fuller et al., 2001).

Ebenfalls prognostisch ungunstig wirkt sich die diabetesspezifische
Mikroangiopathie aus. Sie ist mit einer Verdickung kapillarer Basalmembranen
assoziiert und befallt die kleinen BlutgefalRe des gesamten Korpers. Vorrangig
betroffen sind Retina, renale Glomeruli und Nervenscheiden. Eine durch die
Blutzuckererh6hung bedingte nichtenzymatische Glykosylierung von Proteinen der
Basalmembranen spielt vermutlich eine Rolle bei der Entstehung. Losliche
Faktoren wie AGEs (advanced glycation end products) (Rumple et al., 1997),
Angiotensin Il (Allen et al.,1997), Endotheline und Wachstumsfaktoren (Gilbert et
al., 1998) sind an der Pathogenese beteiligt.

Der Diabetes mellitus ist die haufigste Ursache von Erblindungen in der
Altersgruppe der 30- bis 60-jahrigen in den westlichen Industrielandern (Aiello et
al., 1998). In der Mehrzahl der Falle basiert der Verlust des Sehvermdgens auf
einer diabetische Retinopathie oder einer Makulopathie. Die proliferative
diabetische Retinopathie tritt bei 25% der Typ-2-Diabetiker nach einer
durchschnittlichen Krankheitsdauer von 15 Jahren auf, ihr Vorkommen korreliert
mit Ausmal und Dauer der Hyperglykamie (Klein et al., 1989). Etwa 15% Prozent
aller Diabetes-Patienten entwickeln nach 15 bis 20 Erkrankungsjahren ein klinisch

signifikantes Makuladdem (Ferris et al., 1999).



Als Hauptursache des terminalen Nierenversagens in der westlichen Welt gilt
heute die diabetische Nephropathie (Cooper, 1998). Initiale Funktionsstérung der
diabetischen Niere ist eine renale Hypertrophie, die mit einer erhdhten
glomerularen Filtrationsrate und Hyperperfusion einhergeht. Im weiteren Verlauf
kommt es zu morphologischen Veranderungen wie Zunahme der extrazellularen
Matrix, Hypertrophie der glomerularen Basalmembran und Proliferation des
Mesangiums.

Eine diabetische Neuropathie tritt als Spatkomplikation bei etwa 50% der
Typ-1- und Typ-2-Diabetiker auf. Das Spektrum der neuropathischen Schadigung
umfasst nahezu alle Abschnitte des peripheren und autonomen Nervensystems.
Manifestationsformen sind, neben der distal symmetrischen Polyneuropathie, die
Mononeuropathie und/oder die autonome Neuropathie. Das Auftreten der
diabetischen Neuropathie korreliert mit der Erkrankungsdauer und der Gite der
Stoffwechseleinstellung (Powers 2003)

Wie auch bei der diabetischen Makroangiopathie zahlen Risikofaktoren wie
Hypercholesterinamie, erhohter arterieller Blutdruck und Zigarettenrauchen zu den
signifikanten Prediktoren einer diabetischen Retinopathie, Nephropathie und/oder
Neuropathie (Lee et al., 2001; Eliasson, 2003).

1.2 Insulinrezeptor

1.2.1 Funktion und Lokalisation

Insulin bindet an spezifische Rezeptoren auf der Membranoberflache seiner
Zielzellen. In Leber, Fettgewebe und Muskel bewirkt die Insulinbindung an den
Rezeptor eine biologische Antwort, die einen erhdhten Glucosetransport in die
Zielzellen und eine vermehrte Glykogen- und Lipidsynthese zur Folge hat. Als
Wachstumsfaktor beeinflusst das Insulin Zellproliferation und Zelldifferenzierung
(Taub et al., 1987).

Insulinrezeptoren sind nahezu in allen Geweben der Wirbeltiere vorhanden,

ihre Anzahl in den verschiedenen Geweben variiert stark. Es befinden sich etwa
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40 Rezeptoren auf einem zirkulierenden Erythrozyten und Uber 200 auf der
Oberflache eines Adipozyten oder Hepatozyten.

Das Gen fur den Insulinrezeptor ist beim Menschen auf dem kurzen Arm von
Chromosom 19 lokalisiert, es verfugt Uber eine Lange von etwa 150 Kilobasen
(kb) und enthalt 22 Exons, die fir eine 4,2 kb schwere c-DNA codieren (Seino et
al., 1990).

1.2.2 Aufbau

Der Insulinrezeptor ist ein tetramerisches Glykoprotein, das aus zwei a- und zwei
B-Untereinheiten besteht. Er verfugt wie die Rezeptoren des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF) und des Thrombozytenwachstumsfaktors (PDGF) Uber
eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat (Kahn et al., 1988; Olefsky et al., 1990; de
Fronzo et al., 1992).

Die a-Untereinheiten sind direkt an der Insulinbindung beteiligt, sie dehnen
sich extrazellular aus und verfigen Uber ein Molekulargewicht von 135 Kilodalton
(kDa). Mittels Disulfidbricken sind sie mit den B-Untereinheiten des Rezeptors
verbunden (Haring, 1991).

Die 95 kDa schweren B-Untereinheiten, transmembrandse Proteine,
enthalten eine Tyrosinkinase, die durch die Insulinbindung an den a-Unter-
einheiten intakter Zellen an Tyrosin-, Serin- und Threoninresten autophosphoryliert
und somit aktiviert wird (Kasuga et al., 1982; Haring et al., 1990). Unterbleibt die
Insulinbindung an die a-Untereinheiten, wird die Tyrosinkinaseaktivitat der B-
Untereinheiten gehemmt und der Insulinrezeptor verliert seine Fahigkeit,
Stoffwechsel- und Wachstumseffekte zu vermitteln (Wilden et al., 1992; Wilden et
al., 1992a; White et al., 1994). Die Autophosphorylierung ermoglicht die Interaktion
des Insulinrezeptors mit verschiedenen intrazellularen Substraten, wie zum
Beispiel den Insulin-Rezeptor-Substraten, die nach der Insulinstimulation des
Rezeptors an ihren  Tyrosinresten phosphoryliert werden und als

Ankopplungsproteine fur verschiedene Effektorproteine dienen.
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1.3 Insulin-Rezeptor-Substrate

Bislang wurden sechs verschiedene Insulin-Rezeptor-Substrate identifiziert: IRS-1
(Sun et al., 1991), IRS-2 (Sun et al.,, 1995), IRS-3 (Lavan et al.,, 1997), IRS-4
(Lavan et al., 1997), IRS-5 und IRS-6 (Cai et al., 2003).

Das IRS-1 ist ein in vielen Geweben vorkommendes zytoplasmatisches
Protein mit einem Molekulargewicht 131 kDa (Kahn, 1994). Es enthalt Uber 22
mdgliche Tyrosinphosphorylierungsstellen (Sun et al., 1991; White et al., 1994),
neun davon verfigen Uber eine von zwei sich wiederholenden Aminosauren-
Sequenzen, entweder Tyrosin-X-X-Methionin (YXXM) oder Tyrosin-Methionin-X-
Methionin (YMXM) (Sun 1991; Shoelson et al., 1992). Die Insulinstimulation des
Insulinrezeptors bewirkt die Phosphorylierung mehrerer Tyrosinreste des IRS-1.
Durch die Phosphorylierung wird eine Konformationsanderung des IRS-1
induziert, wodurch spezifische intrazellulare Proteine Uber nichtkovalente
Wechselwirkungen gebunden werden konnen. Die Bindung erfolgt zwischen den
phosphorylierten Sequenzen des IRS-1 und den src homology 2 (SH2)-Domanen
von multiplen Signalproteinen (White et al., 1994). Bis dato wurden Uuber 20
verschiedene Arten von SH2-Domanen enthaltenden Proteinen gefunden. Die
Aktivierung dieser Proteine und die anschliefiende Mobilisierung weiterer Molekule

intrazellularer Signalkaskaden flhrt zu den unterschiedlichen Insulineffekten.

1.4 Phosphatidylinositol 3-Kinase

1.4.1 Vorkommen und Funktion

Die Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pl 3-Kinase) Ubernimmt als Signalmolekul eine
SchlUsselrolle im Insulin vermittelten Glucosetransport (Okada et al., 1994; Yeh et
al., 1995 ; Shepherd et al., 1997).

Pl 3-Kinase-Aktivitat konnte bisher in Immunprecipitaten des Oncoproteins
pp60*°"° und pp68'"™° (Sugimoto et al.,, 1984; Macara et al., 1984), in
Immunprecipitaten des Polyomavirus middle-T Antigen/pp60 Komplexes (Whitman

et al., 1985; Whitman et al.,, 1987) und in etlichen Rezeptoren mit
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Tyrosinkinaseaktivitat, einschlieRlich den Rezeptoren far den
Thrombozytenwachstumsfaktor (Kaplan et al., 1987) und des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF) (Bjorge et al., 1990), und in den Insulinrezeptoren
(Endemann et al., 1990) nachgewiesen werden.

In der Insulinsignalkaskade erfolgt die Aktivierung der Pl 3-Kinase
hauptsachlich Uber eine Bindung an das insulinstimulierte IRS-1 (Ruderman et al.,
1990; Folli et al., 1992; Shepherd et al., 1998) in geringem Male bewirkt auch
eine direkte Interaktion mit dem tyrosinphosphorylierten Insulinrezeptor eine
Erhéhung der Enzymaktivitat (Van Horn et al., 1994).

Das Enzym phosphoryliert zellulare Phosphoinositide an der D-3 Position
des Inositolrings und fuhrt so zur Erzeugung der phosphorylierten Lipidprodukte
Phosphatidylinositol-3-Monophosphat, Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat und
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat, die als 2" messenger dienen
(Vanhaesbroeck et al., 1997; Whitman et al., 1988). Zusatzlich ist die P| 3-Kinase
an der Regulation multipler Zellfunktionen beteiligt. Hierzu gehdren neben dem
Recycling basaler Glucosetransporter und der Antilipolyse (Okada et al., 1994),
die Glykogen-, Lipid-, und Proteinsynthese (Shepard et al., 1996; Holman et al.,
1997), die Mitogenese und die Aktivierung der Insulin abhangigen p70 S6-Kinase
(Cheatham et al., 1994).

Von grofRer Bedeutung flr die optimale Signallibermittlung der Pl 3-Kinase ist
ein molekulares Gleichgewicht ihrer beiden Untereinheiten. Ein Ungleichgewicht
zwischen regulatorischer und katalytischer Untereinheit kann entscheidende
Auswirkungen auf die Signalubermittlung in der Insulinkaskade haben und das
Uberleben und den Metabolismus von Zellen bedeutend beeinflussen (Ueki et al.,
2002).

1.4.2 Aufbau

Die Pl 3-Kinase ist ein Heterodimer (Carpenter et al., 1990), das aus einem 85
kDa schweren Adapterprotein (p85) und einer 110 kDa schweren katalytischen
(p110) Untereinheit besteht (Escobedo et al., 1991; Otsu et al., 1991; Gout et al.,
1992).
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Das Adapterprotein p85a enthalt zwei src homology 2 (SH2)-Domanen und eine
src homology 3 (SH3)-Domaéane, die ihre Regulation und Aktivitat bestimmen
(Skolnik et al., 1991; Otsu et al., 1991; Carpenter et al., 1993). Die SH2-Doméanen
befinden sich im Zentrum und am c-terminalen Ende des Moleklls. Sie
ermdglichen die Interaktion der Pl 3-Kinase mit spezifischen tyrosin-
phosphorylierten YXXM- bzw. YMXM-Motiven des durch Insulin stimulierten IRS-
Molekuls sowie mit diversen Wachstumsfaktoren, was letztendlich zu einer
Aktivierung der Pl 3-Kinase flhrt (Escobedo et al., 1991; Fry et al., 1992; White et
al., 1994). Am n-terminalen Ende des Molekdls ist eine SH3-Domane lokalisiert,
deren genaue Funktion noch unbekannt ist. Bisher konnten Wechselwirkungen der
SH3-Domane mit spezifischen prolinreichen Sequenzen von p85a nachgewiesen
werden, die an der Regulation der intrinsischen Aktivitat von p110 beteiligt sein
konnten (Cohen et al., 1995). Der zwischen den beiden SH2-Domanen gelegene
Bereich des Enzyms enthalt die Bindungsstelle fur die katalytische Untereinheit
(p110) (Skolnik et al., 1991; Hiles et al., 1992), die Region zwischen der SH3-
Domane und der weiter n-terminal gelegenen SH2-Domane bildet die breakpoint
cluster gene (BCR) homology Region. Sie wird von zwei prolinreichen Domanen

umgeben.

Abb.1: Aufbau der regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase (p85a)

HaoN —[SH3| — [l —ber homologyl — [ — [SH2| — [} —[SH2] — COOH

prolinreiche prolinreiche Bindungsstelle
Domane | Domane Il far p110

(Modifizierte Abbildung nach: Shepard et al., 1998; Algenstedt et al., 2004)

1.4.3 Isoformen des Adapterproteins p85a

Gegenwartig werden funf Isoformen der regulatorischen Untereinheit von p85a
unterschieden: das 85 kDa Protein p85(B, die beiden 55 kDa Proteine p55a
(p85/AS53) und p55y/p55~'K und das 46 kDA Protein p50a. Alle bisher bekannten
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Isoformen werden in verschiedenen Geweben exprimiert und reagieren auf die
Insulinstimulation mit unterschiedlich stark ausgepragter Aktivitat inrer assoziierten
Pl 3-Kinase.

Die Variante p85B weist bezlglich ihrer Sequenz und Struktur grofRe
Ubereinstimmung mit p85a auf, wird aber durch ein anderes Gen codiert. Wie das
Adapterprotein p85a enthalt sie neben den src-homology Regionen SH2 und SH3
zwei prolinreiche Sequenzen und eine bcr homology Domane (Otsu et al., 1991;
Gout et al., 1992).

Die alternativen Genprodukte p55a (p85/AS53) und p55y/p55~'¢ besitzen wie
p85a zwei SH2-Domanen und eine inter-SH2-Domane. Den Varianten fehlt jedoch
die SH3-Domane und die BCR homology Region. Wahrend bei p55a diese
Abschnitte durch eine 34 Aminosauren lange Sequenz am n-terminalen Ende der
Untereinheit ersetzt werden, verfiigt p55y/p55~"< am NHy-Terminus Uber einen aus
30 Aminosauren bestehenden Rest, dem eine prolinreiche Sequenz und die zwei
SH2-Domanen folgen. Aullerdem sind 16 von 34 Aminosauren der beiden Peptide
identisch. Wahrend p55a (p85/AS53) in Skelettmuskel, Herzmuskel und Gehirn
vorkommt (Antonetti et al., 1996; Inukai et al., 1996), wird p55y/p55~«
uberwiegend in Gehirn und Testis exprimiert (Pons et al., 1995).

Bei der Spleiltvarianten p50a sind weder die SH3-Domane noch die BCR
homology Region vorhanden. Das n-terminale Ende des Peptids wird durch eine
aus sechs Aminosauren bestehenden Sequenz gebildet. Diese Isoform lasst sich
in Gehirn, Leber, Muskel und Niere nachweisen (Fruman et al., 1996; Inukai et al.,
1997).

Bislang ist noch nicht geklart, inwieweit die verschiedenen Isoformen des
Adapterproteins eine voneinander unabhangige oder Uberlappende Funktion bei
der intrazellularen Signalkaskade Ubernehmen. Vermutlich wird die Spezifitat des
Pl 3-Kinase Systems durch die als Reaktion auf die Aktivierung der verschiedenen
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen folgende Rekrutierung der jeweiligen Adapter-

Untereinheiten bestimmit.
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1.4.4 Isoformen der katalytischen Untereinheit

Die katalytischen Untereinheiten der Pl 3-Kinase kdonnen bezuglich ihrer Struktur,
in vitro Lipidsubstratspezifitdt und Regulationsmodalitaten in drei Klassen (la und
Ig, Il und IIl) unterteillt werden (Vanhaesebroeck et al., 1997; Fruman et al., 1998;
Wymann et al., 1998).

Die Klasse | Pl 3-Kinasen phosphorylieren Phosphatidylinositol,
Phosphatidylinositol-4-Phospat und Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat in die
entsprechenden 3" phosphorylierten Derivate.

Klasse In Enzyme bestehen aus einer 110 bis 120 kDA schweren
Untereinheit, die mit einem zwei SH2-Domanen enthaltenden Adapterprotein
assoziiert ist (p85a, p85B und p55y) (Vanhaesebroeck et al., 1999). Vertreter
dieser Gruppe sind p110a, p110B und p110& (Hiles et al., 1992; Hu et al., 1993;
Vanhaesebroeck et al., 1997), wovon aber nur die Untereinheiten p110a und
p110B in insulinempfindlichen Geweben vorhanden sind (Sheperd et al., 1997).
Insulin stimuliert Gber das Adaptermolekul p85 ausschlieldlich Klasse Ia-Kinasen
(Melendez et al., 1998). Zur Klasse der Ig-Kinasen gehort p110y, eine G-Protein
aktivierte Form der Pl 3-Kinase, die nicht von einer 85 kDa Untereinheit abhangig
ist (Vanhaesebroeck et al., 1997).

Die Klasse Il Pl 3-Kinasen phosphorylieren Phosphatidylinositol und
Phosphatidylinositolphosphate, aber kein Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(Virbasius et al., 1996; Molz et al., 1996), Klasse Ill Enzyme verfugen dagegen nur

uber eine auf Phosphatidylinositol begrenzte Substratspezifitat.

1.5 Polymorphismus

1.5.1 Definition

Genetische Polymorphismen sind durch Mutationen entstandene Unterschiede in
der Nukleotidsequenz homologer DNA-Bereiche. Dabei kommen zeitgleich
mindestens zwei Phanotypen bezlglich des Merkmals vor, die auf mindestens

zwei Genotypen zurlckzuflhren sind. Das Allel eines Gens bzw. der Genlokus tritt
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in diesem Fall mit einer Haufigkeit von mehr als 1% in der Population auf
(Hildebrandt et al., 2002), bei einer geringeren Pravalenz spricht man von einer
seltenen genetischen Variante. Die Neumutation kann sowohl somatische Zellen
als auch die Zellen der Keimbahn betreffen. Nur wenn die Fortpflanzungsfahigkeit
des Individuums durch die Mutation nicht in Mitleidenschaft gezogen wurde, folgt

die Verbreitung des Polymorphismus in der Population.

1.5.2 Polymorphismen in der regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase

Es wird vermutet, dass neben Alter, Adipositas und mangelnder korperlicher
Aktivitat eine genetische Pradisposition bei der Entstehung des Typ-2-Diabetes
eine bedeutende Rolle spielt. Trotz intensiver Forschung sind die fur die
Manifestation des Typ-2-Diabetes verantwortlichen Gene bislang unbekannt. Nur
in ganz seltenen Fallen liegen Mutationen im Insulinrezeptor-Gen der Entwicklung
der Insulinresistenz zugrunde (Tayler et al., 1992).

Auch deuten einige Forschungsergebnisse darauf hin, dass die
beeintrachtigte Aktivitat der Pl 3-Kinase Aktivitat in kultivierten dermalen
Fibroblasten von Patienten mit schwerster Insulinresistenz auf einen Defekt des Pl
3-Kinase Gens zuruckzufuhren sein konnte (Flier et al., 1980; Dib et al., 1998;
Kausch et al.,1999).

Bis dato werden folgende Polymorphismen im Gen fur p85a in der Literatur
beschrieben: In einer danischen Studie konnte eine seltene Variante (Guanin —
Adenin) an Nukleotid 1020 der Desoxyribonukleinsdure (DNA) identifiziert werden.
Die Missensemutation hat den Austausch von Methionin gegen Isoleucin an
Codon 326 der regulatorischen Untereinheit von p85a zufolge. Vermutet wird,
dass die Met**®lle Variante zu einer Abnahme der Bindungskapazitat zwischen der
regulatorischen Untereinheit und Insulinrezeptor-Substraten fuhrt, die letztendlich
mit einer verminderten Glucosetoleranz und somit mit der Entstehung eines Typ-2-
Diabetes mellitus in Zusammenhang zu bringen sein kdnnte (Hansen et al., 1997).

Identifiziert wurde ebenfalls eine seltene heterozygote Missensmutation
(Arg*®GIn) bei einer 23-jahrigen britischen Kaukasierin mit Merkmalen einer Typ A

Insulinresistenz, die bereits als Teenager Hirsutismus, Oligomenorrhd und eine

17



beeintrachtigte Glucosetoleranz entwickelte. Diese Variante geht mit einer
eingeschrankten Insulin stimulierten Pl 3-Kinase-Aktivitat einher und konnte die
madgliche Ursache eines Falles von Insulinresistenz in einer britischen Familie sein
(Baynes et al., 2000).

1.6 Ziel der Arbeit

Angesichts dieses Wissenstandes ergibt sich die Frage, ob sich die Haufigkeit des
Auftretens des Met**®lle Polymorphismus in der regulatorischen Untereinheit der
Pl 3-Kinase bei Patienten mit Typ-2-Diabetes mellitus im Vergleich zu
Nichterkrankten signifikant unterscheidet und ob der genetische Defekt mit einer
Insulinresistenz bzw. der Entstehung des Typ-2-Diabetes mellitus assoziiert ist.
Zur Beantwortung der Frage wird nun eine Assoziationsstudie durchgefihrt.
Diese soll die Pravalenz des Met**lle Varianten an Codon 326 der
regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase bei Typ-2-Diabetes mellitus Patienten
und einer Kontrollgruppe ermitteln und aufzeigen, ob es tatsachlich einen
Zusammenhang zwischen dem Met***lle Polymorphismus und dem vermehrten
Vorkommen des Typ-2-Diabetes mellitus gibt bzw. ob sich die Haufigkeit des
Auftretens der Variante bei Erkrankten und Nichterkrankten bedeutend
unterscheidet. Des Weiteren wird der Einfluss der Varianten auf den Body Mass

Index und die Serumlipide der untersuchten Probanden ermittelt.
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2 Material und Methoden

2.1  Material

Alle Materialien wurden in per analysis Qualitat verwendet.

211 PCR

e Vorwarts-Primer (5'- GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCATAT)

e Rickwarts-Primer (5-AATGGAACTTAGCAAGCTGGTGCT)

e Tag-DNA-Polymerase (1 Unit/ul) (Boeringer, Mannheim)

e 10 x Reaktionspuffer (1,0 ml Tris-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl, pH
8,3) (Boeringer, Mannheim)10 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP zu
gleichen Anteilen) (Pharmazia, Freiburg)

e 10% DMSO

e Mineraldl (Sigma)

e Reaktionsgefalie 0,5 pl safe ware (Eppendorf)

2.1.2 Ethanolfallung

e Ethanol (absolut) (Merck, Darmstadt)
e 3 M Natrium- Acetat (Merck, Darmstadt)

2.1.3 Restriktionsverdau

e Restriktionsendonuklease Nde | (20 000 Units/ml) (New England
BioLabs, Inc.)

e 10 x NEB Puffer 4 (New England BioLabs, Inc.)

2.1.4 Agarosegelelektrophorese

e Agarose (Sigma)
e Gelkammer (Biometra)

e Elektrophoresekammer (Biometra)
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21.5

2.1.6

21.7

Polyacrylamidgelelektrophorese

e 40% Acrylamid/ Bisarylamid (29:1) (Appligene)

e 1% Ammoniumpersulfat (Serva)

e Tertramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)

e 1xTBE

e Bromphenolblau (Merck, Darmstadt)

e Glycerol (Merck, Darmstadt)

e 1 kb DNA-Leiter (1 pl/ng) (Boeringer, Mannheim)
e Glasplatten (Desaga)

e Elektrophoresekammer (Biometra)

Ethidiumbromidfarbung

e 10 mg/ml Ethidiumbromid (Sigma)

Technische Gerate

e Trio-Thermoblock (Biometra)

e Netzgerat (Biometra)

e |ka-Vibrax-VXR (Elektronika)

e Inkubator (Heraeus)

e Laborzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus)

e UV-Translunminator (Biometra)
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2.2 Methoden

2.2.1 Polymerasekettenreaktion

Prinzip:

Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen spezifische DNA-Sequenzen
eines Ausgangsmaterials in vitro millionenfach vervielfaltigt werden. Fir die PCR
wird nur eine sehr geringe DNA-Menge bendtigt. In der Regel genlgt weniger als
1 ug der gesamten genomischen DNA als Ausgangsmaterial. Die Amplifikation der
DNA mittels PCR verlauft ahnlich wie die naturliche Replikation.

Der erste Schritt der Reaktionskette ist die thermische Denaturierung der zu
amplifizierenden DNA-Doppelhelix bei 95°C. Durch die Absenkung der
Temperatur, zum Beispiel auf 57°C (Annealing-Temperatur), erfolgt die
Hybridisierung der sequenzspezifischen Primer (synthetische Oligonukleotide aus
etwa 15 bis 30 Nukleotiden) an die komplementaren Basensequenzen der
einzelstrangigen DNA (Annealing). Die folgende Temperaturerhdhung auf 72°C
ermoglicht der Tag-Polymerase die DNA-Synthese durch Anheftung von
Desoxynuklotiden an die 3’-OH-Gruppen der Primer. Das hitzestabile Enzym
polymerisiert DNA-Strange in 5 — 3’ Richtung komplementar zu der jeweiligen
DNA-Matrize (Elongation). Das anschlieRende Erhitzen des Reaktionsgemisches
auf 95°C bewirkt die Trennung der neu synthetisierten DNA-Doppelstrange.

Jeder Reaktionszyklus, bestehend aus Trennung der Doppelhelix,
Primerhybridisierung und DNA-Synthese mittels Tag-Polymerase, wiederholt sich
im Verlauf der PCR 30-40 mal. Temperatur, Anzahl und Dauer der verschiedenen
Zyklen kénnen in einem elektronischen PCR-Gerat (Thermocycler) programmiert

werden.
Durchfiihrung:

Um eine Kontamination des PCR-Ansatzes mit fremder DNA zu vermeiden,

erfolgte die Herstellung des Master Mixes fur 20 Reaktionsansatze in einem
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eigens daflir bestimmten Raum unter einer sterilen Werkbank. Das

Reaktionsgemisch setzte sich aus

o 282 |J| H.O
e 40 ul 10 x Reaktionspuffer
e 10 uldNTP

e 20 ul Vorwartsprimer

e 20 ul RUckwartsprimer

e 8 pl Tag-Polymerase
zusammen. AnschlieBend wurden in 19 Reaktionsgefalle jeweils 19 pyl des
Premixes pipettiert.

Nach einem Wechsel des Labors erfolgte die Zugabe von jeweils 1 pl der bei
4°C gelagerten genomischen DNA bzw. Mutanten DNA in 18 Reaktionsgefale.
Von der genomischen DNA wurden zwischen 50 ng und 200 ng zur Amplifikation
eingestzt. Als Negativkontrolle fur Verunreinigungen wurde in das 19.
Reaktionsgefald statt 1 yl DNA 1 ul autoklaviertes H,O gegeben. Zur Vermeidung
von Kondensation und Temperaturverzigen wahrend der Amplifikation wurden
alle Proben mit 50 pl Mineraldl beschichtet.

Nach Platzierung der Reaktionsbehalter im Thermocycler wurden folgende

Zyklen durchlaufen:

e 1 Zyklus Denaturierung: 5 Min. bei 95°C
Annealing: 1 Min. bei 57°C
Elongation: 1 Min. bei 72°C
e 34 Zyklen Denaturierung: 1 Min. bei 95°C
Annealing: 1 Min. bei 57°C
Elongation: 1 Min. bei 72°C
e 1 Zyklus Denaturierung: 1 Min. bei 95°C
Annealing: 1 Min. bei 57°C
Elongation: 10 Min. bei 72°C
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Nach Beendigung der PCR wurde die amplifizierte DNA bis zur ihrer weiteren

Verarbeitung im Kuhlraum bei 4°C gelagert.

Besonderheit:

Da das PCR-Produkt der zu amplifizierenden DNA keine Schnittstelle fir bisher
bekannte Restriktionsenzyme aufwies, musste mittels PCR zunachst eine
Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym eingefuhrt werden. Ziel war es,
dass beide Allele durch die Bildung der Schnittstelle erkannt werden, ohne dass
einer der beiden Primer diskriminiert.

Die Schaffung der kunstlichen Restriktionsstelle erfolgte mittels
Konstruktion eines Primers, der eine Fehlpaarungsstelle enthalt. Diese durfte die
Hybridisierung am DNA-Strang nicht behindern, so dass eine Amplifizierung der
normalen als auch der mutierten DNA-Sequenz erfolgen konnte. Aus diesem
Grund wurde in den Vorwartsprimer eine Basenmutation eingefugt, die im Laufe
der PCR amplifiziert wurde, und somit eine Schnittstelle fur das Restriktionsenzym

Nde | geschaffen.

Abb.2: Olinukleotidsequenzen fiir die DNA-Primer und Sequenz des PCR-Pro-
duktes

Genomische DNA:
=  GTAGCCAACAACGGTATGAATAACAATATGTCCTTACAAAATGCTGAAT

Vorwartsprimer:
= 5-GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCATAT -3
Basenmutation
Riickwartsprimer:
= 5- AATGGAACTTAGCAAGCTGGTGCT - 3

PCR Produkt:
» GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCATATGTCCTTACAAAATGCTGAAT
Schnittstelle fir Nde |
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Im ersten PCR-Zyklus enthielt jedes Template noch die urspringliche
Basensequenz der genomischen bzw. der Mutanten DNA. Im nachsten Zyklus
lagen in der bereits amplifizierten DNA zu gleichen Anteilen die ursprungliche
Basenfolge der DNA und die mutierte Basensequenz des Vorwartsprimers vor. Im
weiteren Verlauf der PCR nahm der Anteil der durch den Primer veranderten
Basensequenz immer weiter zu, da keine genomische DNA bzw. Mutanten DNA

mehr synthetisiert wurde.

2.2.2 Agarosegel

Prinzip:

Agarose ist ein aus Algen gewonnenes Polysaccharid. Sie geliert nach Aufkochen
in H2O oder Pufferldsung und bildet Polysaccharid-Sol Doppelhelices aus, die sich
zusammenlagern und ein Netzwerk bilden. Agarosegele eignen sich gut zur
Trennung und Identifikation von DNA-Fragmenten, mit einem 2% Gel kdnnen
DNA-Sequenzen mit einer Lange von 0,1 bis 2 Kilobasen (kb) getrennt werden.
Wird ein elektisches Feld an ein mit DNS-Proben beladenes Agarosegel angelegt,
wandern die negativ geladene DNA-Molekule durch die Poren des Agarosegels.
Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit von der Fragmentlange abhangig:

kleinere Molekule durchdringen das Gel schneller als Grol3e.

Durchfihrung:

Um sicherzustellen, dass wahrend der PCR eine ausreichende Menge des
spezifischen Produktes synthetisiert wurde, wurde mittels Agarosegel die
Amplifikation Uberpruft.

Zur Herstellung des Agarosegels wurden zunachst 2 g Agarose durch
Aufkochen in der Mikrowelle in 98 ml H,O gelost. Danach wurde die Losung in
eine horizontal liegende rechteckige Kunststoffform gegossen und ein Gelkamm
als Schablone fur 20 Probetaschen eingesetzt. Nach Abkuhlung und Gelierung der
Agaroselésung wurde der Kamm entfernt und die Kunststoffform in eine

Gelkammer Uberfuhrt. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE in die Gelkammer gegossen.
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In einem nachsten Schritt wurden fir 18 Proben jeweils 4 pl eines spezifischen
PCR-Produktes mit 2 yl Ladungspuffer (Ansatz aus:

e 500 ul Bromphenolblau

e 400 pl Glycerol 40%

e 100 ul1xTBE)
versetzt, um eine Diffusion der aufgetragenen Proben aus den Geltaschen zu
vermeiden. Es folgte die Beladung des Gels mit den 18 Proben. Zusatzlich wurde
die Negativkontrolle zum Ausschluss einer moglichen Kontamination der PCR-
Produkte in eine Geltasche gegeben. In die aulierste Tasche wurde als DNA-
GroRenstandard 2 ul eines Ansatzes aus

e 25 ul KB-Leiter (1 ul/ng)

e 50 ul Ladungspuffer

e ad 175 ul H,0O)
aufgetragen, um die Zuordnung der Proben zu gewahrleisten. Die
Gelelektrophorese erfolgte uber 50 Min. bei 50 Volt (V). Nach Beendigung der
Laufzeit wurde das Gel mit Ethidiumbromid angefarbt (siehe 2.2.5).

2.2.3 Verdau des PCR-Produktes mit Restriktionsenzymen

Prinzip:
Restriktionsenzyme sind prokaryontische Enzyme, die spezifische Sequenzen aus
vier bis acht Basenpaaren auf der DNA-Doppelhelix erkennen und die
Phosphodiesterbriicken der Nukleinsauren an Stellen mit Rotationssymmetrie, den
so genannten Palindromen schneiden. Im Bereich der Palindrome ist aufgrund der
zweifachen Symmetrieachse der DNA die Basenfolge der Einzelstrange in 5 —» 3’
Richtung auf beiden Strangen identisch.

Bisher sind ungefahr 100 Restriktionsenzyme, die Uber unterschiedliche
Erkennungssequenzen verfugen, bekannt. Mittels Gelelektrophorese konnen die

beim Restriktionsverdau entstehenden DNA-Fragmente aufgetrennt werden.
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Restriktionsenzym:
Fir den Verdau der PCR-Produkte wurde das Restriktionsenzym Nde | verwendet.
Die Endonuklease schneidet die DNA-Doppelhelix an der Erkennungssequenz

e 5.CAVTATG..3

e 3..GTATAAC..5
Das Temperatur-Optimum des Enzyms liegt bei 37°C, die Enzymaktivitat betragt
20 000 Units/ml.

Durchfiihrung:

In einem ersten Schritt wurde ein Master Mix flr einen 20fachen
Restriktionsverdau pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Verteilung des Ansatzes
auf 20 Reaktionsgefalte. Nach Zugabe von je 4 ul des PCR-Produktes wurden die
Reaktionsgefalle mit 50 pl Mineraldl beschichtet und verschlossen. Der Verdau

fand im Anschluss im Inkubator bei 37°C statt und dauerte 12 Stunden.

2.2.4 Polyacrylamidgel

Prinzip:

Polyacrylamidgele weisen gegenuber Agarosegelen ein wesentlich hoheres
Auflosungsvermogen auf. Es bietet sich an, zur Trennung von DNA-Fragmenten
bis zu einer Lange von 1000 Basenpaaren Polyacrylamidgele zu verwenden, da
diese chemisch inert und einfach herzustellen sind. Die Auftrennung der
Nucleinsauren erfolgt durch ein charakteristisches Verhaltnis von Ladung zu
Masse bzw. MolekllgroRe, groRe Molekile werden bei der Wanderung im
elektrischen Feld starker zurtckgehalten als kleine. Das dreidimensionale Netz
des Polyacrylamidgeles entsteht durch die radikalische Polymerisation des
monomeren Acrylamids und der quervernetzenden Substanz
Methylenbisacrylamid. Durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat und

Tetramethylethylendiamin (TEMED) wird die Reaktion initiiert. Eine Veranderung

26



der Porengrofle und somit des Siebeffektes kann durch unterschiedliche

Konzentrationen von Acrylamid und Methylenbisacrylamid erreicht werden.

Durchfiihrung:
Zuerst wurden zwei Glasplatten mit einem weichen ethanolgetrankten Tuch
gereinigt, zwischen die Glasplatten wurden Abstandhalter gelegt und die Rander
der Platten Uber Klammern miteinander fixiert. Anschlielend erfolgte das
Ansetzen der Gellésung aus

e 4880 pl HO

e 750 pl 10xTBE-Puffer

e 1880 pl Acrylamid 40 %

e 15 ul TEMED

e 100 pl Ammoniumpersulfat 10%.
In einem nachsten Schritt wurde die Mischung in den Zwischenraum der beiden
Glasplatten gegossen und eine Schablone fur 20 Probetaschen eingesetzt. Kurz
vor Beendigung der Gelpolymerisation wurde die Schablone aus dem Gel
herausgezogen. Die Probetaschen wurden mit 1XTBE gespult, um in den Taschen
verbliebene Gelreste zu beseitigen. Es folgte die Entfernung von Klammern und
Abstandhaltern, das vorsichtige Einsetzen des Gels in die Gelkassette und die
Auffillung der Pufferkammer mit Laufpuffer (1XTBE). Anschlielend wurden 19
Proben aus je 3 ul Restriktionsverdauprodukt in die Geltaschen eingefillt. Jede
DNA-Probe wurde zuvor mit 2 pl Ladungspuffer (Ansatz siehe Agarosegel)
versetzt, um die Diffusion der aufgetragenen DNA aus den Probetaschen zu
verhindern. In die dufRere Tasche wurde als GroRenstandard eine 1 kb DNA-Leiter
(1 ul/ng) (Ansatz siehe Agarosegel) aufgetragen, um die Grélkenbestimmung und
Zuordnung der Restriktionsfragmente zu ermoglichen. Die Auftrennung im
elektrischen Feld erfolgte bei Raumtemperatur 2 Minuten lang bei 15 mA, dann
weitere 40 Minuten bei 30 mA.
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2.2.5 Anfarbung von Nucleinsauren in Gelen mit Ethidiumbromid

Prinzip:
Ethidiumbromid (3,8 Diamino-6-ethyl-5-phenanthrindiumbromid) ist eine
fluoreszierende Substanz, die sequenzspezifisch DNA bindet. Das Ethidiumbromid
interkaliert zwischen die Basen der Nukleinsauren und entwindet dabei die DNA-
Doppelhelix. Nach Anregung mit UV-Licht erscheint der Ethidiumbromid-
Nukleinsaure-Komplex im sichtbaren Bereich (500-900 nm) als orange-rot
leuchtende Bande.

Die Nachweisgrenze von DNA in Polyacrylamidgelen betragt 10 ng pro
Bande, da das Polyacrylamid die Fluoreszenzausbeute des Ethidiumbromids stark

vermindert; in Agarosegelen kénnen bereits 5 ng DNA nachgewiesen werden.

Durchfiihrung:

Das Polyacrylamidgel bzw. Agarosegel wurde nach Beendigung der
Elektrophorese aus der Gelkammer entfernt und in einen der GelgroRRe
entsprechenden flachen Behalter gelegt, der eine Farbelosung aus 100 ml 1xTBE-
Puffer und 5 pl der Ethidiumbromidstammlosung (Endkonzentration 0,5 pg/ml)
enthielt. Das Polyacrylamidgel bzw. Agarosegel wurde unter permanentem
Schwenken ungefahr 20 Minuten in der Lésung belassen. AnschlieRend wurde
das Gel zur Dokumentation auf einen Transluminator uberfuhrt und unter UV-Licht

mit einer Wellenlange von 254-300 nm mit einer Sofortbildkamera fotografiert.

2.2.6 Ethanolfallung

Durchfiihrung:
PCR-Produkte, die sich nach drei Versuchen immer noch nicht durch
Restriktionsenzyme schneiden lieRen, wurden mittels Alkoholfallung aufgereinigt.
Dazu wurden

e 10 yl Probenmaterial

e 1yl 3M Natrium-Acetat ('/10 des Volumens)
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e 25 pl absolutem Ethanol (2,5 x Volumen)
versetzt. Im Anschluss daran wurde die Lésung bei einer Temperatur von 4°C 20
Min. lang mit einer Rotationsgeschwindigkeit von 13 000 rpm zentrifugiert.

Nach Beendigung der Zentrifugation erfolgte die Entfernung der Flussigkeit

mit einer Pipette. Zu der im Reaktionsgefal} verbliebenen DNA wurden

e 200 pl 70%iger Ethanol
gegeben. Nach einer weiteren 10-minutigen Zentrifugation bei 4°C mit einer
Rotationsgeschwindigkeit von 13 000 rpm wurde wiederholt der Uberstand
entfernt. Das ausgefallte DNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und
anschlieend in

e 20 pl HO

in LOosung gebracht.
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3

Ergebnisse

3.1 Darstellung der Restriktionsbefunde

Die Methode zur Amplifizierung der Met**®lle Varianten in der genomischen DNA

der Probanden wurden bereits in Kapitel 2.2.1. beschrieben. In der folgenden

schematischen Abbildung werden die mdglichen Allele des Met**lle

Polymorphismus mit der Schnittstelle fur die Restriktionsendonuklease Nde |

sowie die entsprechende Fragmente der homologen DNA-Abschnitte nach dem

Restriktionsverdau dargestellt.

Abb. 3: Schematische Darstellung der Restriktionsbefunde

Allel 1: ATG — Met

5’ - GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCAVTATGTCCTTACAAGATGCTGAATGGTACTGGGGAGATATCTCGAGGTAAGGCTA
CATCGGTTGTTGCCATACTTATTGGTATAACAGGAATGTTCTACGACTTACCATGACCCCTCTATAGAGCTCCATTCCGAT
Nde | Schnittstelle

CAGAAACTTCATTTTCAGAGAGTTTTAGATTAAAAGAAAGARAAAGCACCAGCTTGCTAAGTTCCAT -3’
GTCTTTGAAGTAAAAGTCTCTCAAAATCTAATTTTCTTTCTTTTCGTGGTCGAACGATTCAAGGTA

Allel 2 : ATA — lle

5’ - GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCATATATCCTTACAAGATGCTGAATGGTACTGGGGAGATATCTCGAGGTAAGGCTAC
CATCGGTTGTTGCCATACTTATTGGTATATAGGAATGTTCTACGACTTACCATGACCCCTCTATAGAGCTCCATTCCGATG

AGAAACTTCATTTTCAGAGAGTTTTAGATTAAAAGAAAGAAAAGCACCAGCTTGCTAAGTTCCATT -3’
TCTTTGAAGTAAAAGTCTCTCAAAATCTAATTTTCTTTCTTTTCGTGGTCGAACGATTCAAGGTAA

Nde | Restriktion

Allel 1: ATG — Met

26 bp 121 bp
5’ - GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCA + TATGTCCTTACAAGATGCTGAATGGTACTGGGGAGATATCTC
CATCGGTTCTTGCCATACTTATTGGAAT ACAGGAATGTTCTACGACTTACCATGACCCCTCTATAGAG

GAGGTAAGGCTAGTCTTTGAAGTAAAAGTCTCTCAAAATCTA
CTCCATTCCGATCAGAAACTTCATTTTCAGAGAGTTTTAGAT

ATTTTCTTTCTTTTCGTGGTCGAACGATTCAAGGTA -3’
TAAAAGAAAGAAAAGCACCAGCTTGCTAAGTTCCAT

Allel 2: ATA — lle
147 bp

5’ - GTAGCCAACAACGGTATGAATAACCATATATCCTTACAAGATGCTGAATGGTACTGGGGAGATATCTCGAGGTAAGGCTAC

CATCGGTTGTTGCCATACTTATTGGTATATAGGAATGTTCTACGACTTACCATGACCCCTCTATAGAGCTCCATTCCGATG

AGAAACTTCATTTTCAGAGAGTTTTAGATTAAAAGAAAGAAAAGCACCAGCTTGCTAAGTTCCATT —-37
TCTTTGAAGTAAAAGTCTCTCAAAATCTAATTTTCTTTCTTTTCGTGGTCGAACGATTCAAGGTAA
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Mittels des in der unten gezeigten Abbildung dargestellten Agarosegels wurde
zunachst das Ergebnis der PCR uberpruft.

In die erste Spur des Gels wurde eine DNA-Leiter (1 kb) als Indikator fur die
Lange der synthetisierten DNA eingebracht. In der letzten Spur des Gels wurde,
um eine potentiell_e Kontamination des PCR-Ansatzes zur erkennen, eine
Negativkontrolle mitgefuhrt. Die amplifizierte Probanden-DNA mit einer Gré3e von
147 bp wurde in den Spuren 2 bis 13 aufgetragen.

Wahrend in den meisten Spuren durch das ausgepragte Signal der
entsprechenden Bande das gute PCR-Ergebnis sichtbar wird, weist das schwache
Signal der Banden in den Spuren 2, 4, 8, 10 und 13 auf ein schwaches bzw.

ungenugendes Resultat der PCR hin.

Abb. 4: Darstellung des PCR-Ergebnisses mittels Agarosegel

[bp]

147bp —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 [Spur]

Die Analyse der Restriktionsfragmente nach dem Verdau des PCR-Produktes mit
der Restriktionsendonuklease Nde | erfolgte mittels Polyacrylamidgel. Die
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym wurde durch die Nukleotide 5’-CATATG-3’
codiert. Anhand der durch die Mutation hervorgerufene unterschiedlichen
Fragmentlangen des Verdau-Produktes war es moglich, die unterschiedlichen
Genotypen der Probanden (Met/Met, Met/lle oder lle/lle) zu typisieren.

In der nachfolgenden Abbildung werden alle bei der Gelelektophorese

moglichen Bandenmuster dargestellt.
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Abb. 5: Mégliche Bandenmuster auf dem Polyacrylamidgel

Basenpaare | Ungeschnittenes Allele Allele Allele
[bp] PCR-Produkt Met/Met Met/lle lle/lle
147bp | e |l et | e
121bp | i

Wahrend bei den Met/Met-Tragern beide Allele durch die
Restriktionsendonuklease Nde | geschnitten werden und somit alle DNA-
Fragmente Uber die gleiche Basenpaarlange und gleiche Lauflange im Gel
verfugen, wird bei dem Genotyp Met/lle nur ein Allel geschnitten, wodurch
verschieden grof3e Spaltprodukte mit unterschiedlicher Lauflange im elektrischen
Feld entstehen. Das ungeschnittene PCR-Produkt entspricht in seiner Lange dem
Genotyp lle/lle.

In der nachfolgenden Abbildung eines Polyacrylamidgels wird das Ergebnis

des Restriktionsverdaus sichtbar.

Abb. 6: Darstellung des Restriktionsverdaus mittels Polyacrylamidgel

e TR o

L3 |

gATA-IIe) 147 bp — - ol

-t
ATG-Mét) 121 bp — -

=T I LA

‘h“_‘i“--

12345678 910 11121314151617181920 [Spur]

In die erste Spur wurde eine DNA-Leiter als Indikator fir die Lange der
Restriktionsfragmente aufgetragen. In den Spuren 2, 3, 10, 11 und 18 kann
anhand der sichtbaren Doppelbande der Genotyp Met/lle identifiziert werden. Da

jeweils nur ein Allel durch die Restriktionsendonuklease Nde | geschnitten wurde,
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entstanden durch den Verdau mit dem Enzym zwei unterschiedlich grol3e DNA-
Fragmente mit einer Lange von 147 bp und 121 bp. Die einfache Bande auf Spur
14 entspricht dem Genotyp lle/lle mit einer Fragmentlange von 147 bp. Die Allele
Met/Met werden durch die geschnittenen PCR-Produkte auf den Spuren 4 bis 9,
12, 13, 15, 16, 17 und 19 mit einer Lange von 121 bp charakterisiert. Eine
mogliche Kontamination mit fremder DNA konnte durch die auf Spur 20

mitgefuhrte Negativkontrolle ausgeschlossen werden.

3.2 Patientenkollektiv

Far diese Arbeit wurden die DNA-Proben von insgesamt 474 Personen
untersucht; 184 Proben stammten von Frauen und 289 von Mannern. Bei einer
der untersuchten DNA-Proben war keine Geschlechtsangabe vorhanden.

Unter dem Untersuchungsmaterial befand sich die DNA von 110 Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 2, die aus der Diabetes-Ambulanz des Universitats-
klinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) rekrutiert worden waren.

Als nichtdiabetische Kontrollgruppe dienten 78 Medped-Patienten (Make
early diagnosis prevent early death) aus der Lipidambulanz des UKE.
Charakteristisch  fur  diese  Patienten ist das Vorkommen einer
Hypercholesterinamie und/oder einer Hypertriglyceridamie.

Ebenfalls zur Kontrollgruppe gerechnet wurden 198 gesunde Blutspender
aus dem Blutspendezentrum des UKE, bei denen aus Grinden des
Datenschutzes keine Gewichtsangabe vorhanden war und 90 Patienten, die
wahrend eines definierten Zeitraumes in der Medizinischen Kernklinik des
Krankenhauses stationar behandelt wurden. In dieser Gruppe hatten 19 Personen
einen manifesten Typ-2-Diabetes mellitus. Alle sich in der Kontroligruppe
befindenden Personen, die einen Typ-2- Diabetes mellitus aufwiesen, wurden bei
den statistischen Berechnungen in die Gruppe der Typ-2-Diabetes mellitus

Patienten einbezogen.
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3.3.1 Allelauspragung des Met**®lle Polymorphismus bei Typ-2-Diabetes
mellitus Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe

In einem ersten Schritt wurde mittels Chi-Quadrat Test die Allelfrequenz des
Met**®lle Polymorphismus bei allen Typ-2-Diabetes mellitus Patienten und den
nichterkrankten Probanden untersucht.

Wie aus der unten folgenden Tabelle ersichtlich wird zeigte das Ergebnis
keinen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens der Met**°lle
Varianten bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Tab. 3: Allelverteilung des Met *?°lle Polymorphismus bei Typ-2-Diabetes mellitus
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe

Pl 3K—p85 Diabetes mellitus Kontrolle Gesamt
Genotyp Typ 2
n % n % n %
Met/Met 90 69,8 259 75,1 349 73,6
Met/lle 37 28,7 79 22,9 116 24,5
lle/lle 2 1,6 7| 2,0 9 1,9
Gesamt 129 100,0 345 100,0 474 100,0

Abb. 7: Allelverteilung des Met 3*°lle Polymorphismus bei Typ-2-Diabetes mellitus
Patienten im Vergleich zu Nichterkrankte

X 80
70 -

60 |
50
40 -

30
20
10

0

| —

Met/Met Met/lle lle/lle

Pl 3K- p85 Genotyp

Bl Diabetes mellitus Typ 2 OKontrolle
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Von 129 untersuchten Personen mit Typ-2-Diabetes mellitus hatten 2 (1,6%) den
Genotyp lle/lle und 37 (28,7%) die Allelauspragung Met/lle. Bei 90 (69,8%) der
Typ-2-Diabetes mellitus Patienten wurde keine Met**®lle Variante gefunden.

Im Vergleich dazu hatten unter den 345 Nichterkrankten 7 (2,0%) den
Genotyp lle/lle und 79 (22,9%) Met/lle, 259 (75,1%) zeigten keine Genvariante.

3.4 Vergleich des Nuchtern-Blutzuckerwertes und des HbAlc-Wertes bei
den verschiedenen Genotypen der Typ-2-Diabetes mellitus Patienten

Zur weiteren Charakterisierung der unterschiedlichen Genotypen der Typ-2-
Diabetes mellitus Patienten wurden, soweit vorhanden, der Nuchtern-
Blutzuckerwert sowie der HbA1c-Wert verglichen.

Zunachst wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (Varianzhomogenitat
war gegeben) bei insgesamt 94 Probanden mit Typ-2-Diabetes mellitus der
Nuchtern-Blutzuckerwert untersucht. Bei der Mittelwertberechnung ergab sich
zwischen den Genotypen Met/Met, Met/lle und lle/lle kein signifikanter
Unterschied bezuglich der Nuchtern-Blutzuckerwerte (Irrtumswahrscheinlichkeit
p=0,81). Da allerdings nur bei zwei der untersuchten Typ-2-Diabetiker der
Genotyp lle/lle vorhanden war, ist der berechnete Mittelwert des Nuchtern-
Blutzuckers bei diesen Probanden sehr =zufallsbehaftet und somit nicht

aussagefahig.

Tab.4: Vergleich des Niichtern-Blutzuckerwertes und des HbA1c-Wertes bei den
verschiedenen Genotypen der Typ-2-Diabetes mellitus Patienten

PI13K-p85 Nuchtern-Blutzucker HbA1c
Genotyp (mg/dl) (% des Hamoglobins)
Mittelwert n Mittelwert n
+Standardabweichung (s) +Standardabweichung (s)
Met/Met 158161 65 7,9+1,6 51
Met/lle 166151 27 8,2+1,7 25
lle/lle 165133 2 8,5+0,7 2
Gesamt 160157 94 8,0+1,6 78
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Abb. 8: Vergleich des Niichtern-Blutzuckerwertes bei den verschiedenen Allel-
auspragungen der Typ-2-Diabetes mellitus Patienten

168

166

164

162 1
160
158 -
156 -

Niichtern-Blutzucker (mg/dl)

154 1

152 A

Met/Met

Met/lle
Pl 3K-p85 Genotyp

lle/lle

Wie aus der vorangegangenen Tabelle ersichtlich wird, lieferte auch bei der

statistischen Analyse des HbA1c-Wertes die einfaktorielle Varianzanalyse

(Varianzhomogenitat war gegeben) bei den 78 untersuchten Typ-2-Diabetikern

kein signifikantes Ergebnis (p=0,58). Aufgrund von nur zwei Probanden mit dem

Genotyp lle/lle war auch in diesem Fall eine Bewertung des gruppenspezifischen

Mittelwertes bei zu geringer Aussagekraft nicht mdglich.

Abb. 9: Vergleich des HbA1c-Wertes bei den unterschiedlichen Genotypen der
Typ-2-Diabetes mellitus Patienten

9,0

8,8

8,6
84
8,2

HbA1c (% d. Hb)

8,0
7,8
7,6

7.4 -

Met/Met

Met/lle
Pl 3K - p85 Genotyp

lle/lle
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3.5 Geschlechterverteilung unter den verschiedenen Genotypen

Des Weiteren wurden Merkmale wie Geschlecht, Alter und Body Mass Index (BMI)

bei den verschiedenen Genotypen der Typ-2-Diabetes mellitus Patienten und der

Kontrollgruppe verglichen.

Bei der Untersuchung der Geschlechterverteilung auf die jeweiligen
Genotypen war aufgrund von nur zwei Personen mit dem Genotyp lle/lle unter den
Diabetikern die Berechnung des Chi-Quadrat-Testes nicht mdglich. Auch bei der
Kontrollgruppe waren die Voraussetzungen fir die Verwendung des Chi-Quadrat-

Testes nicht erflllt, da zwei Zellen (33,3%) eine erwartete Haufigkeit von kleiner

funf hatten.

Abb. 10: Geschlechterverteilung der verschiedenen Genotypen bei den Typ-2-
Diabetes mellitus Patienten und der Kontrollgruppe

80
70
60
50+
% 40
30+
20+
10

ODiab. mell. weiblich
H Diab. mell. mannlich
O Kontrolle weiblich

O Kontrolle mannlich

Met/Met

Met/lle
Pl 3K-p85 Genotyp

lle/lle

Wie aus der nachfolgenden Tabelle deutlich wird, zeigt die statistischen Analyse
der Geschlechter bezuglich der unterschiedlichen Genotypen keinen signifikanten

Unterschied in der Verteilung von Frauen und Mannern bei den Typ-2-Diabetes

mellitus Patienten und der nichtdiabetischen Kontrollgruppe.
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Tab. 5: Geschlechterverteilung der verschiedenen Genotypen bei den Typ-2-
Diabetes mellitus Patienten und der Kontrollgruppe

Pl 3K-p85
Genotyp Diabetes mellitus Typ 2 Kontrolle
Geschlecht Gesamt Geschlecht Gesamt
weibl. mannl. weibl. mannl.
n| % |n| % n % n % n % n %
Met/Met [36| 63,2/54| 75,0| 90| 69,8| 98| 77,8|161| 73,9|259| 75,3
Met/lle 20| 35,1(17| 23,6| 37| 28,7| 26| 20,6| 52| 23,9| 78| 22,7
lle/lle 1 1,8 1 14| 2 1,6 2 16| 5| 23| 7| 20
Gesamt |57(100,0/72|100,0{129(100,0| 126|100,0/218|100,0|344|100,0
3.6 Berechnung der Altersmittelwerte der verschiedenen Genotypen

In einem nachsten Schritt wurden die Altersmittelwerte der verschiedenen

Genotypen bei allen Typ-2-Diabetes mellitus Patienten und der Kontrollgruppe

bestimmt. Da nur zwei Patienten mit der Allelauspragung lle/lle unter den

Diabetikern waren, ist der berechnete Mittelwert bei diesen sehr zufallsbehaftet.

Aulerdem ist bei der Kontrollgruppe bei den Probanden mit dem Genotyp lle/lle

wegen der zu geringen Allelfrequenz die Durchfiihrung des Chi-Quadrat-Testes

nicht moglich. Bei den Genotypen Met/Met und Met/lle zeigten sich im Vergleich

der Altersmittelwerte keine signifikanten Abweichungen zwischen den Erkrankten

und der Kontrollgruppe.

Tab. 6: Altersmittelwerte bei den verschiedenen Genotypen der Typ-2-Diabetes
mellitus Patienten und der Kontrollgruppe

Pl 3K—p85 Diabetes mellitus
Genotyp Typ 2 Kontrolle Gesamt
Mittelwert (Jahre) | n |Mittelwert (Jahre)| n |Mittelwert (Jahre) n
s S S
Met/Met 63,6+12,0 89 53,5+12,1 255 56,1+12,8 344
Met/lle 62,6+12,5 37 50,9+10,6 79 54,6+12,5 116
lle/lle 75,0+11,3 2 55,7+15,0 7 60,0+16,0 9
Gesamt 63,5+12,2 128 52,9119 341 55,8+12,8 469

Bei dieser Analyse ist auch zu erkennen, dass der Altersmittelwertunterschied
zwischen den Typ-2-Diabetikern (Arithmetisches Mittel (AM): 63,52) und der
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Kontrollgruppe (AM: 52,96) hochst signifikant ist (p<0,001). Dies bedeutet, dass
die in die Untersuchung eingegangenen Typ-2-Diabetes mellitus Patienten im
Durchschnitt wesentlich alter sind als die ebenfalls bei der statistische Berechnung
bertcksichtigte Kontrollgruppe.

Die Altersmittelwertunterschiede unterscheiden sich dagegen bei den drei
verschiedenen Genotypen nicht signifikant. Ebenfalls zeigen sich keinerlei
statistisch auffalligen Abweichungen bei der Untersuchung der Wechselwirkung

zwischen der Allelfrequenz und dem Vorkommen des Diabetes mellitus Typ 2.

Abb. 11: Verteilung der Altersmittelwerte bei den verschiedenen Genotypen der
Typ-2-Diabetes mellitus Patienten und der Kontrollgruppe
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70 - OKontrolle
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3.7 Berechnung des Body Mass Index

Zusatzlich wurde das Verhalten des Body Mass Index (BMI) bei den
verschiedenen Genotypen der Typ-2-Diabetiker und der Kontroligruppe mittels
zweifaktorieller Varianzanalyse (Varianzhomogenitat war gegeben) untersucht. Da
bei den zur Kontroligruppe gehoérigen Blutspendern keine Gewichtsangabe
vorhanden war, wurden diese bei der statistischen Berechnung nicht
berucksichtigt.
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Mittels der folgenden Tabelle werden die berechneten Mittelwerte und deren

Standardabweichung dargestellt:

Tab. 7: Mittelwerte des Body Mass Index bei den unterschiedlichen Genotypen
der Typ-2-Diabetes mellitus Patienten und der Kontrollgruppe

PIGSK —p85 Diabetes mellitus Kontrolle Gesamt
enotyp Typ 2
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
(kgm?)ts | " | (kgm)ts | " | kgmH)ts | "
Met/Met 31,2+12,0 83 34,5¢19,3 |114| 33,1+16,7 |197
Met/lle 31,2+¢12,3 36 27,6132 | 29 | 29,6+12,7 | 65
lle/lle 27,0¢1,9 2 24,0+0,0 2 25,520 4
Gesamt 31,1+1,0 121| 33,0+18,3 [145] 32,1+15,7 |266

Es zeigt sich bei dieser Auswertung, dass sich die Typ-2-Diabetes mellitus

Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant (p=0,3) in ihrem
durchschnittlichen BMI
verschiedenen Genotypen des Met**®lle-Polymorphismus bei den Erkrankten.

unterschieden.

Ebenso verhadlt es sich bei

den

Weder bei der Allelauspragung Met/Met, noch bei den Genotypen Met/lle und

lle/lle wurde eine signifikante Abweichung bezlglich des berechneten Body Mass

Index gefunden.

Abb. 12:

Verteilung der Mittelwerte des Body Mass Index bei den verschiedenen

Genotypen der Typ-2-Diabetes mellitus Patienten u. der Kontrollgruppe
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3.8 Vergleich der Serumlipide bei den verschiedenen Genotypen

Mittels einfaktorieller Varianzanalyse (Varianzhomogenitat war gegeben) wurde
aullerdem gepruft, ob sich die von uns untersuchten Probanden in ihren
unterschiedlichen Genotypen in der Serumkonzentration der Triglyceride, des
Gesamtcholesterins und der Lipoproteinen (Very-low-density lipoprotein (VLDL), Low-
density lipoprotein (LDL) und High-density lipoprotein (HDL)) signifikant
unterscheiden.

Tab. 8: Serumkonzentration von Triglyceriden, Gesamtcholesterin und Lipoproteinen
bei den verschiedenen Genotypen des Met**®lle Polymorphismus

Serumlipide Met/Met Met/lle lle/lle
Mittelwert (mg/dl) Mittelwert (mg/dl) Mittelwert (mg/dl)
ts n ts n ts n P
Triglyceride 175+155 347 172+108 116 216+139 9 10,688
Gesamtcholesterin 21970 345 218+55 116 204+58 9 |0,806
VLDL 29+16 318 3016 106 3516 8 |0,570
LDL 140463 330 14355 110 106+39 8 10,243
HDL 45+15 344 4313 116 47413 9 [0,400

Wie aus der oben stehenden Tabelle deutlich wird, ergaben sich auch bei der
statistischen Analyse der Blutfettwerte keine signifikanten Abweichungen bei den
Genotypen Met/Met, Met/lle und lle/lle beziglich der Serumkonzentration von
Triglyceriden, Gesamtcholesterin, VLDL, LDL und HDL.

Abb. 13: Verteilung der Serumlipide unter den unterschiedlichen Genotypen
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4 Diskussion

Eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese des Typ-2-Diabetes mellitus spielt
neben der Entstehung der Insulinresistenz infolge abnehmender Insulinwirkung an
den Zielzellen von Leber, Fettgewebe und Skelettmuskel die nachlassende
Insulinsekretion der pankreatischen f-Zellen. Obwohl sich die Mehrzahl der
Erkrankungen auf der Basis eines metabolischen Syndroms entwickelt und
Uberernahrung und Adipositas als entscheidende Faktoren bei der Manifestation des
Typ-2-Diabetes mellitus bewertet werden, vermuten =zahlreiche Forscher eine
ursachlich genetische Komponente des Leidens. Bekannte Mutationen, die
Auswirkungen auf die Insulinempfindlichkeit haben, fanden sich bislang im Bereich
des Insulinrezeptors (Tayler et al., 1992) und des IRS-1 (Clausen et al., 1995;
Whitehead et al., 1998; Shirakami et al., 2002 ).

Mehrere Studien haben in diesem Zusammenhang auch auf die Bedeutung der
Pl 3-Kinase hingewiesen, die Funktion des Proteins im Glucosemetabolismus
untersucht (Okada et al., 1994; Yeh et al., 1995; Shepherd et al., 1997) und dessen
Rolle bei der Genese der Insulinresistenz erforscht. Pathologische Mutationen im
Bereich des 85 kDa schweren Adapterproteins (p85) bzw. der 110 kDa schweren
katalytischen (p110) Untereinheit der Pl 3-Kinase, die zur Expression
unterschiedlicher Varianten des Heterodimers fuhren und dadurch dessen Aktivitat
beeinflussen, werden als atiologische Faktoren der Insulinresistenz diskutiert.
Aulerdem wird vermutet, dass der Pathogenese des Typ-2-Diabetes mellitus eine
defekte Regulation der Genexpression der Pl 3-Kinase zugrunde liegt (Andreelli et
al., 1999, Andreelli et al., 2000).

So fuhrten Experimente an Mausen, bei denen gezielt das kodierende Gen fur
die regulatorische Untereinheit von p85a ausgeschaltet wurde, deren Splicevarianten
aber noch exprimiert werden konnten, zu einer gesteigerten Insulinempfindlichkeit
und erhdhter Hypoglykamieneigung (Terauchi et al., 1999). Auch zeigte sich in
kultivierten dermalen Fibroblasten bei Patienten mit schwerster Insulinresistenz und
Pseudoakromegalie eine signifikant beeintrachtigte Aktivitat der Insulin stimulierten
Pl 3-Kinase (Dib et al., 1998; Kausch et al., 1999). Als potentielle Ursache der

Beeintrachtigung des Insulin stimulierten Glucosetransports im Skelettmuskel
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ubergewichtiger Typ-2-Diabetes mellitus Patienten wurde in verschiedenen Studien
ein Mangel an Pl 3-Kinaseaktivitat diskutiert (Goodyear et al., 1995; Bjornholm et
al.,1997; Rondinone et al., 1999). Beobachtet wurde ebenfalls die Notwendigkeit der
Pl 3-Kinaseaktivitat fir den insulinstimulierten erleichterten Glucosetransport im
menschlichen Skelettmuskel und die Existenz von sieben Isoformen der
Adapteruntereinheit der Pl 3-Kinase im Muskelgewebe, die in unterschiedlichem
Male durch Insulin reguliert werden (Sheperd et al., 1997).

Angesichts dieses Forschungsstandes blieb die Frage, ob sich die Haufigkeit
des Auftretens des Met*®*lle Polymorphismus bei Patienten mit Typ-2-Diabetes
mellitus im Vergleich zu Nichterkrankten signifikant unterscheidet und ob der
genetische Defekt in der regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase mit einer
Insulinresistenz bzw. der Entstehung des Typ-2-Diabetes mellitus assoziiert ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frequenz des Met**°lle Polymorphismus
im p85a-Gen bei insgesamt 474 Personen ermittelt. Das Probenmaterial setzte sich
aus der DNA von insgesamt 129 an Typ-2-Diabetes mellitus Erkrankten zusammen.
Als Kontrolle diente die DNA von 345 Personen, die in der Lipidambulanz des UKE
oder wahrend eines definierten Zeitraumes in der Medizinischen Kernklinik des
Universitatsklinikums stationar behandelt wurden bzw. das Blutspendezentrum
frequentierten. Die in dieser Untersuchung ausgewerteten Daten zeigen keinen
signifikanten Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens des Met*®lle
Polymorphismus bei Patienten mit Typ-2-Diabetes mellitus gegenuber der
Kontrollgruppe.

Dies steht im Widerspruch zum Ergebnis einer danischen Forschergruppe, die
bei Ubergewichtigen und alteren Tragern des Allels lle/lle eine kritisch niedrige
Aktivitat der Pl 3-Kinase feststellte, die letztendlich in eine beeintrachtigte
Glucosetoleranz oder sogar einen Typ-2-Diabetes minden kénnte (Hansen et al.,
1997). Die Pravalenz des Met**lle Polymorphismus wurde bei 404 Patienten mit
Typ-2-Diabetes mellitus und 224 gesunden Kontrollpersonen ermittelt. Bei der
Auszahlung der Allelfrequenz ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Diabetes mellitus Patienten (73% Met/Met, 26% Met/lle, 2% lle/lle) und der
Kontrollgruppe (71% Met/Met, 27% Met/lle, 2%lle/lle). Diese Allelfrequenz stimmt in

etwa mit der in der vorliegenden Untersuchung gefundenen Verteilung der
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Genotypen Met/Met, Met/lle und lle/lle (69,8%, 28,7%, 1,6% bei den Diabetes
mellitus Patienten; 75,1%, 22,9%, 2,0% bei der Kontrollgruppe) Uberein.

AuBerdem untersuchte die oben erwahnte danische Studie 380 gesunde
Kaukasier im Alter von 18-32 Jahren. 31% der Probanden waren Trager der Met**°lle
Varianten, bei etwa 2% der Untersuchten lag der Met**lle Polymorphismus in der
Allelauspragung lle/lle vor. Im Unterschied zur hier vorliegenden Assoziationsstudie
wurden bei diesen Probanden die physiologischen Auswirkungen des
Polymorphismus auf den Insulinstoffwechsel und den Glucoseumsatz untersucht.
Wahrend bei den heterozygoten Tragern der Varianten keine signifikanten
Veranderungen bezuglich Insulinsensitivitat und Glucoseverwertung nachweisbar
waren, wurde bei zwei Tragern der Allele lle/lle ein reduzierter
Insulinempfindlichkeitsindex gefunden, welcher mit der Pathogenese des Typ-2-
Diabetes mellitus assoziiert sein kdnnte. Da in der vorliegenden Arbeit funktionelle
Auswirkungen der Varianten auf den Glucosemetabolismus nicht untersucht wurden,
ist eine Aussage uber potentielle physiologische Effekte des Polymorphismus auf
den Glucosestoffwechsel mit dieser Assoziationsstudie nicht moglich.

Beriicksichtigt wurde in dieser Arbeit jedoch der Einfluss des Met*®lle
Polymorphismus auf den Nuchtern-Blutzuckerwert bzw. den HbA1c-Wert bei den
Typ-2-Diabetes mellitus Patienten. Die statistischen Berechnung des Nuchtern-
Blutzucker bei 94 Typ-2-Diabetikern zeigte hinsichtlich der drei unterschiedlichen
Genotypen keinen signifikanten Unterschied in der Auspragung der Nuchtern-
Plasma-Glucose (Met/Met: 158+61 mg/dl, Met/lle: 166£51 mg/dl, lle/lle: 165+33
mg/dl). Auch bei der einfaktoriellen Varianzanalyse des HbA1c-Wertes ergab sich bei
den 78 untersuchten Typ-2-Diabetikern bezuglich der Genotypen Met/Met, Met/lle
und lle/lle keine signifikante Abweichung (7,9+1,6, 8,2+1,7, 8,0+0,7% des HbD).
Allerdings war bei nur zwei Typ-2-Diabetikern mit der Allelauspragung lle/lle die
Schatzung des Mittelwertes bei diesen Probanden sehr zufallsbehaftet und somit
nicht reprasentativ.

Im Einklang mit dem Ergebnis der vorliegenden Untersuchung stehen die
Beobachtungen einer nordamerikanischen Forschergruppe, die DNA-Proben von
950 Pima-Indianern hinsichtlich des Zusammenhangs von Met**®lle Polymorphismus

und dem gehauften Vorkommens eines Typ-2-Diabetes mellitus Uberprifte (Baier et
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al., 1998). Laut der amerikanischen Studie ist die Met*®®lle Variante in der
regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase nicht mit einem konzentrierten Auftreten
der Erkrankung assoziiert.

Ubereinstimmend mit dem Resultat der vorliegenden Arbeit kam auch eine
japanische Studie zu dem Schluss, dass der Met**®lle Polymorphismus der
regulatorischen Untereinheit von p85a keinen Einfluss auf die Pathogenese des Typ-
2-Diabetes mellitus hat (Kawanishi et al., 1997). Hier fand sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied im Verteilungsmuster der Genotypen Met/Met, Met/lle und
lle/lle bei den beobachteten 200 Typ-2-Diabetikern (75%, 22%, 1,9%) und den 260
Kontrollpersonen (76%, 22%, 1,9%).

Bestatigt wird das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung auch durch eine
englische Studie. Zwar wurde der Met**®lle Polymorphismus bei neun von 20
Versuchspersonen identifiziert, dennoch werden Mutationen in p85a bei Patienten
mit schwerer Insulinresistenz von Baynes et al. als auRergewohnlich bezeichnet. Sie
scheinen keine funktionelle Auswirkung auf die Insulin stimulierte Pl 3-Kinaseaktivitat
zu haben. Entdeckt wurde bei einer Versuchsperson allerdings eine seltene
heterozygote Missensemutation Arg**°GIn. Diese Variante ist der Studie zufolge mit
einer eingeschrankten Insulin stimulierten Pl 3-Kinase-Aktivitat assoziiert und konnte
die potentielle Ursache in einem Fall von Insulinresistenz in einer britischen Familie
sein (Baynes et al., 2000).

Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse einer chinesischen Untersuchung
(Chen et al.,, 2005). Berucksichtigt wurden bei dieser Studie 494 chinesische
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und arterieller Hypertonie sowie eine 557
gesunde Probanden umfassende Kontroligruppe. Anhand der Studie konnte
nachgewiesen werden, dass der Genotyp lle/lle in der chinesischen Population mit
einem erhdohtem Erkrankungsrisiko hinsichtlich eines Typ-2-Diabetes und
Bluthochdruckes assoziiert ist.

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit klinische Parameter wie Body
Mass Index, Alter und Geschlechterverteilung bei den unterschiedlichen
Allelauspragungen der Met**lle Varianten der Typ-2-Diabetes Patienten und den
nichterkrankten Probanden verglichen. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter

Unterschied im durchschnittlichen Body Mass Index bei den Allelauspragungen
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Met/Met, Met/lle und lle/lle zwischen den Typ-2-Diabetes mellitus Patienten
(31,21+12,09; 31,2+12,33; 27,05+1,91 kg/m?) und der Kontrollgruppe (34,54+19,32;
27,69+13,23; 24,0+0 kg/m?). Diese Feststellung deckt sich mit der Beobachtung der
oben genannten asiatischen Studie (Kawanishi et al., 1997).

Auch bei den japanischen Typ-2-Diabetikern waren bezuglich des Body Mass
Index keine statistisch auffalligen Abweichungen bei den Genotyp Met/Met, Met/le
und lle/lle erkennbar (25,3+4,7; 23,9+6,8; 26,2+3,6 kg/m?). Auffallend ist, dass der
Body Mass Index der in der vorliegenden Studie berlcksichtigten Probanden weit
uber dem der japanischen Patienten liegt. Diese Diskrepanz kénnte auf die
unterschiedlichen  Ernahrungsgewohnheiten der untersuchten Populationen
zuruckzufuhren sein.

Hansen et al. entdeckten 1997 dagegen bei zwei Ubergewichtigen (Body Mass
Index 225 kg/m?) lle/lle-Tragern der Met*'?lle Varianten eine Abnahme der
Insulinempfindlichkeit und der Glucoseabbaukonstanten, die mit einer
beeintrachtigten Glucosetoleranz assoziiert sein konnte.

Auch bei Betrachtung des Altersmittelwertes ergab sich in der vorliegenden
Studie kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen der
Met**®lle Variante. Da bei den Typ-2-Diabetiker nur zwei Probanden die
Allelauspragung lle/lle zeigten, ist der berechnete Altersmittelwert fur diese
(75+11,31 Jahre) sehr zufallsbehaftet. Er kann daher nicht fur eine reprasentative
Aussage herangezogen werden. Allerdings fiel bei der statistischen Auswertung ein
signifikant hoher Altersmittelwertunterschied zwischen den Typ-2-Diabetes mellitus
Patienten (AM: 63,52) und der Kontrollgruppe (AM: 52,96) auf. Dieser ist auf das
wesentlich hohere Durchschnittsalter der Patienten bei des sich in der Regel erst im
hdheren Lebensalter manifestierenden Typ-2-Diabetes zurtickzufihren.

Im Unterschied zu dieser Arbeit ermittelte Kawanishi 1997 das Alter bei
Erstmanifestation des Diabetes mellitus bei 200 japanischen Patienten. Bei der
japanischen Untersuchung fand sich keine bedeutsame Abweichung im Lebensalter
bei Beginn der Erkrankung zwischen den Genotypen Met/Met, Met/lle und lle/lle
(46,1+15,0; 47,1+11,4; 47,5£10,8 Jahre).

Ein im Rahmen dieser Studie durchgefuhrter Vergleich  der

Geschlechteraufteilung ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der
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Verteilung von Mannern und Frauen auf die verschiedenen Genotypen bei den Typ-
2-Diabetikern und der Kontrollgruppe. Allerdings ist die statistische Analyse der
Geschlechterverteilung bei nur zwei Probanden mit der Allelauspragung lle/lle unter
den Erkrankten extrem zufallsbelastet.

Abweichend vom Ansatz dieser Arbeit berticksichtigte Kawanishi den Einfluss
des Met**lle Polymorphismus auf die Geschlechterverteilung der Typ-2-Diabetiker in
einer japanischen Population nicht. Auch die danische Studie beschaftigte sich nicht
mit der Geschlechterverteilung bei den unterschiedlichen Genotypen der Met**°lle
Varianten (Hansen et al., 1997).

Eine Studie der bereits erwahnten nordamerikanischen Forschergruppe
untersuchte die DNA-Proben von Pima-Indianern. Die Probanden setzten sich aus
400 Mannern und 450 Frauen zusammen. Auffallend war, dass die Variante in p85a
bei den weiblichen Probanden mit dem Genotyp lle/lle einerseits zu einer geringeren
Pravalenz des Typ-2-Diabetes mellitus, andererseits zu einer erhdhten Insulinantwort
in der frGhen Phase der Insulinausschittung fuhrte. Da diese Insulinreaktion nur
beim weiblichen Geschlecht zu beobachten war, wurde angenommen, dass p85a bei
den Geschlechtern unterschiedlich exprimiert werden kénnte (Baier et al., 1998).

Im Unterschied zu den meisten der bislang erwahnten Studien berlcksichtigte
die vorliegenden Arbeit auch die Auswirkung der Met**lle Varianten auf die
Serumlipide. Die statistischen Analyse der Serumkonzentrationen von Triglyceriden,
Gesamtcholesterin, VLDL, LDL und HDL =zeigte keine signifikante Abweichung
zwischen den Genotypen Met/Met, Met/lle und lle/lle.

Bestatigt wurde dieses Ergebnis durch die bereits erwahnte chinesische
Assoziationsstudie (Chen et al., 2005). Auch bei dieser Untersuchung fand sich kein
Zusammenhang zwischen dem Met**°lle Polymorphismus und der Konzentration der
Blutfettwerte.

Es bleibt die Frage, inwieweit die Zugehorigkeit zu einer bestimmten
Bevolkerungsgruppe bzw. die genetische Heterogenitat innerhalb einer Rasse die
Pravalenz des Met*'?lle Polymorphismus beeinflusst. Da die Herkunft der von uns
untersuchten Testpersonen nicht weiter definiert wurde, kann diesbezlglich keine
Aussage auf der Grundlage der vorgelegten Untersuchung gemacht werden. Der

Vergleich der vorliegenden Arbeit mit einer japanischen (Kawanishi et al., 1997) und
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einer nordamerikanischen Population (Baier et al., 1998) flhrte zwar teilweise zu
einander bestatigenden Ergebnissen. Um eine reprasentative Analyse uber die
Zugehorigkeit zu einer bestimmten Bevolkerungsgruppe und die Pravalenz des
Met*#lle Polymorphismus bei Typ-2-Diabetes mellitus Patienten machen zu kénnen,
mussten jedoch weitere Untersuchungen erfolgen.

Fraglich ist auch, inwieweit sich anhand der untersuchten Stichprobe eine
zuverlassige Aussage {iber den Zusammenhang von Met**®lle Polymorphismus und
der Pravalenz des Typ-2-Diabetes mellitus machen lasst. Denkbar ist, dass sich bei
einer groReren Grundgesamtheit prazisere Aussagen machen lassen.

Interessant ware auch der Frage nachzugehen, welche weiteren Effekte die
oben genannte Variante auf das Stoffwechselgeschehen hat. In diesem
Zusammenhang stellten Almind et al. fest, dass die Met***lle Variante geringe
Auswirkung auf die Expression und Aktivitit von Proteinen, die den
Insulinstoffwechsel beeinflussen, hat, weisen aber auf die Bedeutung der Mutation
bei der Differenzierung von Adipozyten hin (Almind et al., 2002).

Ungeachtet der noch zu beantwortenden Fragen kommt die vorliegende Arbeit
in Ubereinstimmung mit zahlreichen Studien zu dem Resultat, dass der Met***lle
Polymorphismus nicht als alleiniger ursachlicher Faktor an der Pathogenese Typ-2-
Diabetes mellitus beteiligt ist. Inwieweit andere Varianten in den fur Signalproteine
des Glucosestoffwechsels codierenden Genen in Kombination mit der Met*®lle
Varianten an der Entstehung des Typ-2-Diabetes mellitus beteiligt sein konnten,

bleibt zu erforschen.
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5 Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der Met**lle Polymorphismus in
der regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase fur die Entstehung des Typ-2-
Diabetes mellitus mafgeblich ist. Analysiert wurden DNA-Proben von insgesamt 474
Personen, 129 davon hatten einen manifesten Diabetes mellitus Typ 2.

Im Ergebnis zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit des
Auftretens der Met*®lle Varianten bei den Betroffenen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Auch die Gegenuberstellung von Geschlechtszugehdrigkeit, Alter
und Body Mass Index bei den Erkrankten und der Kontrollgruppe ergab keine
statistisch auffalligen Abweichungen bei den verschiedenen Genotypen. Letztendlich
fuhrt die vorliegende Arbeit in Ubereinstimmung mit zahlreichen bereits genannten
Studien zu der Schlussfolgerung, dass der Met*?*®lle Polymorphismus in der
regulatorischen Untereinheit der Pl 3-Kinase als alleiniger ursachlicher Faktor keinen
Einfluss auf die Entwicklung einer Insulinresistenz hat bzw. nicht mit Pathogenese

des Typ-2-Diabetes mellitus assoziiert ist.
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