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1 Einleitung

1.1 Einfdhrung

Das Zid dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen dem A->G Polymorphis-
mus in der Promotorregion des Uncoupling Protein 1 (UCP1) Gens und
Stoffwechsel veranderungen wie Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und Dyslipidéamien zu
untersuchen. Diese Studie liefert einen Beitrag zur Erforschung der genetischen Faktoren,

die mit der Entstehung von Adipositas assoziiert sind.

Ubergewicht entsteht, wenn Energieaufnahme und Energieverbrauch nicht im Gleich-
gewicht sind. Ein niedriger Energieverbrauch ist mit einem hoheren Risiko der
Gewichtszunahme verbunden und teilweise genetisch bedingt. Einen Anteil am Energie-
verbrauch hat die zitterfrele Thermogenese im braunen Fettgewebe. Im Tierversuch zeigte
sich, dal3 ein Mangel an braunem Fettgewebe bel genetisch veranderten Mausen zu Adiposi-
tas fuhrt. Die Bedeutung des braunen Fettgewebes fir den Menschen wird kontrovers
diskutiert.

Das Schliusselmolekil fur die Thermogenese im braunen Fettgewebe ist das UCP1,
welches Protonen Uber die innere Mitochondrienmembran transportiert und dabei Atmungs-
kette und oxidative Phosphorylierung entkoppelt. Die Energie aus der Oxidation der
Nahrstoffe wird bei Aktivitat von UCP1 nicht in Form von ATP gespeichert, sondern in
Warme umgewandelt. Dieser Mechanismus ist in Anwesenheit von freilen Fettsauren akti-
viert und hormonell reguliert. Durch Erhdhung des Energieverbrauchs konnte UCPL der
Entstehung von Adipositas entgegenwirken. Aufgrund dieser Eigenschaften wird das UCP1
Gen as Kandidatengen eingestuft. Variationen der Gensequenz kénnten durch veranderte
Regulation oder eingeschrankte Funktion von UCP1 die Entstehung von Ubergewicht for-
dern.
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Ein Zusammenhang zwischen Kandidatengen und Krankheit wird angenommen, wenn
Mutationen des in Frage kommenden Gens bei betroffenen Personen haufiger auftreten als
bei gesunden Personen. Eine Mutation wird als Polymorphismus bezeichnet, wenn die Vari-
anten (Allele) mit einer Haufigkeit von tber 0,01 in der Bevolkerung vorkommen. Fir das
UCP1 Gen ist ein Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP) mit einer Basensub-
gtitution (A—>G) in der Promotorregion bekannt. Da der Promotor die Transkription eines

Gens startet, kann eine Mutation in dieser Region zur Anderung der Genexpression fuhren.

Einige Populationsstudien zum A->G Polymorphismus im UCP1 Gen zeigten, dal3 das
G Allel mit einer erhohten Fahigkeit zu Gewichtszunahme und mit einer geringeren Ge-
wichtsabnahme waéhrend einer kalorienreduzierten Dié einhergeht. Zudem wurde eine
Reduktion der UCP1 Gen Expression durch das seltenere Allel G beschrieben. Andere
Arbeitsgruppen stellten hingegen keinen Unterschied zwischen den Genotypen fest.

Aufgrund der ungeklarten Frage der Bedeutung des UCP1 Polymorphismus in der
deutschen Bevolkerung und des Fehlens von entsprechenden Untersuchungen mit grof3em
Stichprobenumfang, wurde die vorliegende Arbeit durchgefihrt. Das Studienkollektiv be-
stand aus 877 nicht verwandten Personen, darunter Patienten mit morbider Adipositas,
Diabetes mellitus Typ 2, Hypercholesterindmie und Hypertriglyzeridamie. Als gesunde
Kontrollgruppe wurden Blutspender eingesetzt. Der Einflul3 des Polymorphismus wurde
anhand von klinischen Parametern in Zusammenhang mit Adipositas geprift. Ein Teil der
Ergebnisseist im International Journal of Obesity vertffentlicht (Evans et al., 2000).
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1.2 DieAdipositas

Die Fahigkeit zur Speicherung der Energie im Fettgewebe war lange Zeit eine wesent-
liche Voraussetzung fiir das Uberleben. Die Unsicherheit des Nahrungsangebots erforderte,
in Zeiten des Uberflusses einen Energievorrat anzulegen, der in Zeiten des Mangels zur
Deckung des Energiebedarfs mobilisiert werden konnte. Erbanlagen, welche die Energie-
speicherung fordern, stellten einen Vorteil dar und konnten sich in der Evolution
durchsetzen (Hamann und Greten, 1999). In der heutigen Gesellschaft mit Uberangebot an
Nahrungsmitteln hat die Fahigkeit zur Fettspeicherung an Bedeutung verloren, und die
negativen Begleiteffekte einer Uberméfdigen Fettspeicherung sind in den Vordergrund getre-

ten.

1.2.1 Epidemiologie

Fettsucht oder Adipositas wird definiert als pathol ogische Fettleibigkeit, die durch eine
generalisierte Vermehrung des Fettgewebes infolge positiver Energiebilanz entsteht. Ein
Uberschul? an Fettgewebe ist vorhanden, wenn der Anteil der Fettmasse am K orpergewicht
bei Frauen 30 % oder bei Mé&nnern 20 % Ubersteigt. Die direkte oder indirekte Messung der
Menge an Fettgewebe ist aufwendig; einfacher ist die Abschétzung des Fettanteils durch den
K orpermassenindex (Body mass index, BMI). Zur Berechnung des BMI wird das Korper-

gewicht durch das Quadrat der Korpergrofie dividiert.

Korpergewicht (kg)
Korpergrofe? (me)

BMI =

Der BMI korreliert gut (r = 0,927) mit der mittels bioelektrischer Impedanzmessung
gemessenen Fettmenge (Kato et al., 1996). Die Weltgesundheitsorganisation WHO hat eine
Einteilung des Ubergewichts bei Erwachsenen auf Grundlage des BMI vorgenommen, nach
der Ubergewicht definiert wird als BMI > 25 und Adipositas als BMI > 30 kg/m? (Kucz-
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marski et al., 1997). Eine morbide Adipositas oder Adipositas per magna wird bel einem
BMI = 40 kg/m? diagnostiziert (Kuczmarski et al., 1997). Die ingenannten Richt-
linien gelten fur Erwachsene, fur Kinder wird die Anwendung von BMI-Alter-Perzentilen
empfohlen (Seidell, 1999).

Tabelle1l Klassifikation des Ubergewichts bei Erwachsenen anhand des BMI.

Gewichtsklasse BMI (kg/m?)
Normalgewicht 185-25
Ubergewicht >25
- Préadipositas 25-30
- Adipositas Grad | 30-35
- Adipositas Grad Il 35-40
- Adipositas Grad Il
= morbide Adipositas > 40
= Adipositas per magna

Die Pravalenz der Adipositas hat in den letzten Jahrzehnten zugenommen (Kuczmar ski
et al., 1994). Die amerikanische NHANES-Untersuchung (National Health and Nutrition
Examination Surveys) beobachtete im Zeitraum 1976 bis 1980 im Vergleich zu 1988 bis
1994 einen Anstieg des Anteils der Adiptsen an der Gesamtbevélkerung von 14,5 % auf
22,5 % (Flegal et al., 1998). In den européischen Landern wurden Haufigkeiten zwischen 10
% in Danemark und 32 % in Rumanien festgestellt (Kluthe und Schubert, 1985). In Deutsch-
land sind fast 50 % der Bevolkerung Ubergewichtig, etwa 16 % adipds und 1 % morbid
adipos (Hoffmeister et al., 1994). Aufgrund der hohen und weiter steigenden Pravalenz stellt
die Adipositas in Deutschland ein wichtiges Gesundheitsproblem dar (Wechdler et al.,
1996). Die durch Adipositas und ihre Folgeerkrankungen verursachten Kosten betragen in
Deutschland 5 bis 10 % der Gesamtkosten im Gesundheitswesen (Kohlmeier et al., 1993).
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1.2.2 Krankheitswert

Der Zusammenhang zwischen Sterblichkeit und Korpergewicht wurde erstmals von der
Metropolitan Life Insurance Company 1959 Uberzeugend nachgewiesen und 1979 bestétigt
(Society of Actuaries, 1959 und 1979). Danach steigt das Risiko eines friihen Todes in dem
Mal3e an, wie das Korpergewicht vom , ldealgewicht* abweicht. Nachfolgende Untersu-
chungen belegten, dal3 das Morbidités- und Mortalitdtsrisko sich mit dem Grad der
Adipositas erhoht (Manson et al., 1995). Die Nurses Health Study mit einem Studienkollek-
tiv von mehr als 115.000 Frauen ermittelte fir Frauen mittleren Alters mit einem BMI > 32
im Vergleich zu Frauen mit einem BMI < 19 ein um den Faktor 4,1 erhthtes Risiko, an einer
kardio-vaskularen Erkrankung zu sterben (Manson et al., 1990). Die Bewertung der
Adipositas as chronische Erkrankung und der Adipositas-Therapie als arztliche Aufgabe
findet allerdings erst seit einigen Jahren zunehmend Verbreitung (Hamann und Greten,
1999).

Die eingeschrankte Lebenserwartung von Adipdsen ist bedingt durch das gehaufte
Auftreten von kardio-vaskuldren Risikofaktoren wie Diabetes mellitus Typ 2 (Colditz et al.,
1990), arterieller Hypertonus (Su et al., 1995) und Dydlipiddamien (Wechsler et al., 1981).
Die Adipositas gilt darliber hinaus auch als eigenstandiger Risikofaktor fur Herz- und Ge-
falkrankheiten (Hubert et al., 1983). Die Pravalenz vieler anderer Krankheiten, darunter
degenerative Gelenkveranderungen, Schlafapnoe-Syndrom, Gallensteinleiden und Karzino-
meist bei Ubergewichtigen erhoht (Wirth, 1997).

Nicht nur das Ausmal? des Ubergewichts, sondern auch die Art der Fettverteilung be-
einfluid das individuelle Gesundheitsrisiko. Stammbetonte oder androide Adipositas ist im
Vergleich zur hiftbetonten oder gynoiden Fettverteilung haufiger mit Stérungen des Gluko-
se- und Lipidstoffwechsels (Deprés, 1991) und mit koronarer Herzkrankheit (Rexrode et al.,
1998) assoziiert. Der Zusammenhang von Fettverteilung und erhohter Mortalitét wurde
sowohl fur Méanner (Larsson et al., 1984) as auch fur Frauen (Lapidus et al., 1984)
nachgewiesen. Das gemeinsame Vorkommen von Insulinresistenz, Hyperinsulinamie, Glu-
koseintoleranz, arterieller Hypertonie, Dyslipoproteindmien (VLDL erhoht, HDL erniedrigt)
und androider Adipositas wird als metabolisches Syndrom oder Syndrom X bezeichnet

(Reaven, 1993). Die Verteilung des Fettgewebes wird durch den Quotienten aus Taillen- und
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Huftumfang beschrieben (Waist-Hip-Ratio, WHR). Fur Frauen gilt ein WHR > 0,8, fir
Méanner ein WHR > 1,0 a'sungunstig (Lean et al., 1995).

Viele der genannten mit Adipositas assoziierten Gesundheitsstorungen sind reversibel,
wenn eine Gewichtsreduktion erfolgt (Wechdler 1997). Der Wille zur Gewichtsreduktion ist
bei Ubergewichtigen auch aus kosmetischen und gesellschaftlichen Griinden meist vorhan-
den (Hauner, 1997). Trotz aler Bemihung hat die Behandlung der Adipositas aber meist
nur geringe und zeitlich begrenzte Erfolge (Mdller et al., 1998). Das Interesse an der Erfor-
schung der Ursachen und neuer Ansatzpunkte zur Therapie der Adipositas ist

dementsprechend grof3.

1.2.3 Regulation des K 6rpergewichts

Die Adipositas entsteht durch ein Ungleichgewicht von Kalorienaufnahme und Ener-
gieverbrauch. Ubersteigt die Aufnahme den Verbrauch, liegt eine positive Energiebilanz
vor, was langfristig zur Uberméaldigen Speicherung von Korperfett fihrt. Eine Zunahme des
Korpergewichts entsteht nicht nur durch eine Uberschiissige Nahrungsaufnahme sondern
auch durch einen eingeschréankten Energieverbrauch (Ravussin et al., 1988). Der Energie-
verbrauch besteht aus dem Grundumsatz zur Erhaltung der Zelfunktionen, dem
Kalorienverbrauch bei korperlicher Aktivitdt und aus einem fakultativen Anteil, der eine
Anpassung an die Umwelt darstellt. Dieser wird durch Aktivitét des Sympathikus gesteigert
und beinhaltet unter anderem die regulierte Entkopplung der Atmungskette durch UCP1 in
braunen Adipozyten.

Da durch Schadigungen im Hypothalamus in Tierexperimenten Adipositas induziert
werden konnte (Hetherington und Ranzen, 1942), wurde schon sehr frih postuliert, dafl3 das
Gleichgewicht des Korpergewichts tUber zentral wirksame Faktoren im Hypothalamus ge-
steuert wird. Humorale Signale, die bei geflllten Korperfettspeichern ausgeschuttet werden,
sollten im Zentralen Nervensystem (ZNS) wirken, um die Nahrungsaufnahme zu verringern
oder den Energieverbrauch zu erh6hen. Erst in den letzten Jahren ermdglichten neue Er-

kenntnisse ein genaueres Bild der Regulation des K érpergewichts.
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Im folgenden wird der Regelkreislauf vereinfacht beschrieben (nach Porte et al., 1998).
Das Hormon Leptin wird im Fettgewebe sezerniert, wenn die Fettspeicher gefiillt sind. Uber
die Blutbahn gelangt es ins Gehirn und, nach aktivem Transport Uber die Blut-Hirn-
Schranke, zum Leptinrezeptor im Hypothalamus (vgl. [Abbildung 1). Ein wichtiger anaboler
Faktor ist das Neuropeptid Y (NPY), das insbesondere im Hypothalamus synthetisiert wird.
NPY stimuliert den Appetit und fordert so eine Gewichtszunahme. Durch Bindung von
Leptin an den Leptinrezeptor wird die NPY Produktion inhibiert, und der anabole Effekt
unterdriickt. Katabole Elemente des Regelkreislaufs wie das Neuropeptid Corticotropin
Releasing Hormon (CRH) bewirken Uber Stimulation des Sympathikus an [33-Rezeptoren
durch Steigerung von Lipolyse und Thermogenese die Mobilisation der Fettspeicher.

Leptin
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Blood brain : Brain
barrier N4
) /*/ZNPY
.ol
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Circulating—_____
leptin T i
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! :
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Abbildung 1 Hypothetische Rolle von Leptin.

Das Fettgewebe sezerniert das ob-Genprodukt Leptin, welches mit der Blutzirkula-
tion zum Gehirn transportiert wird. Leptin wird aktiv durch die Blut-Hirn-Schranke
transportiert und erreicht den Hypothalamus. Hier bindet Leptin an spezifische
Leptinrezeptoren, wodurch die Ausschittung von NPY verringert wird. Nachfol-
gend wird der Appetit gesenkt, und der Energieverbrauch Uber die Freisetzung von
Noradrenalin aus den sympathischen Nervenendigungen erhdht. Noradrenalin fuhrt
an den B3-Adrenorezeptoren im braunen Fettgewebe zu gesteigerter Aktivitat von
UCP1 (nach Lonngvist et al., 1999).
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Beim Fasten wird weniger Leptin ausgeschittet. Da die Hemmung des NPY durch
Leptin ausbleibt, wird der anabole Stoffwechsel aktiviert. Der anabolische Effekt des NPY
wird durch Steigerung des Appetits sowie durch eine Hemmung des sympathischen Nerven-
systems erreicht, wodurch die Thermogenese im braunen Fettgewebe reduziert wird und der
Energieverbrauch sinkt. Beim Menschen korrelieren Plasma-Leptinspiegel mit dem Korper-
gewicht. Hier ist moglicherweise eine Leptinresistenz vorhanden, die den ausbleibenden
katabolen Effekt der erhthten Leptinspiegel erklart.

124 Genetik der Adipositas

Das Korpergewicht ist ein multifaktorielles Merkmal, bel dem genetische und Umwelt-
faktoren eine Rolle spielen (Weck und Fischer, 1997). Der genetische Anteil wird, in
Abhangigkeit vom Studiendesign, zwischen 10 und 80 % geschétzt (Bouchard, 1996). In
Zwillingsstudien wurden mit 50 bis 80 % die hdchsten Werte ermittelt. In Familienuntersu-
chungen (30 bis 50 %) und Adoptionsstudien (10 bis 30 %) wurde die Erblichkeit der
Adipositas etwas geringer eingestuft (Chagnon et al., 1997). Die genetische Pradisposition
zur abdominalen Adipositas wird auf Uber 70 % geschétzt (Carey et al., 1996; Pérusse et al .,
1996). Bei einer positiven Familienanamnese in Bezug auf Adipositasist das Risiko um den
Faktor zwei bis drel erhoht und steigt mit dem Schweregrad der Adipositas weiter an (Alli-
son et al., 1996).

Es sind bislang 24 monogene Krankheiten mit Adipositas identifiziert, die einem Erb-
gang nach Mendel folgen (Pérusse et al., 1998). Die bekanntesten sind das Bardet-Biedl,
Prader-Willi, Cohen und das Wilson-Turner Syndrom. Diese Syndrome, die mit schwerwie-
genden anderen Stérungen, besonders haufig mit mentaler Retardierung, einhergehen,
werden autosomal dominant, autosomal rezessiv oder X-chromosomal vererbt (Gunay Ay-
gun et al.,, 1997). Die auslésenden genetischen Defekte sind haufig bereits bekannt,
insgesamt jedoch extrem seltene Ursachen der Adipositas. (Echwald, 1999). Abgesehen von
den genannten Syndromen sind die genetischen Faktoren, die zur Adipositas fuhren, noch
weitgehend ungeklart (Winick und Friedman, 1998).
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Die Untersuchung von Tiermodellen mit monogenen Formen der Adipositas hat viel
zum derzeitigen Wissen der Regulation des Korpergewichts beigetragen (Echwald, 1999).
Einige Gendefekte, die bei Nagetieren zu Adipositas fiihren, wurden identifiziert (Tabelld
B). Bei den ob-Mausen ist die Fettleibigkeit auf eine Mutation im ob-Gen zuriickzufiihren,
durch die ein inaktives Genprodukt (Leptin) entstent. Exogene Leptingabe verhindert die
Adipositas (Zhang et al., 1994). Eine Mutation im Leptinrezeptor als Ausltser der Adiposi-
tas wurde bei den db-Mausen (Tartaglia et al., 1995) sowie bel den fa-Ratten (Chua et al.,
1996), den cp-Ratten (Lee et al., 1997) und den Koletsky-Ratten (Takaya et al., 1996) er-
kannt. Durch den defekten Leptinrezeptor resultiert eine Leptinresistenz. Auch die
Adipositas auslésenden Gene der Agouti-Maus (Bultman et al., 1992), der tubby-Maus
(Kleyn et al., 1996 bzw. Noben-Trauth et al., 1996) und der fat-Maus (Naggert et al., 1995)
wurden gefunden. Nach der Identifikation der jeweiligen menschlichen Gene wurden grof3e
Studienkollektive auf die Mutationen untersucht. In einigen Familien mit morbider Adiposi-
tas war ein Gendefekt im Leptingen (Montague et al., 1997) oder im Leptinrezeptorgen
(Clement et al., 1998) vorhanden. In den meisten Fallen wurde jedoch keiner der genannten
Gendefekte gefunden, so dal? die hohe Pravalenz der Adipositas durch diesen Ansatz nicht
erklart ist (Maffel et al., 1996 bzw. Considine et al., 1996).

Tabelle 2 Mutationen bei Tiermodellen mit monogener Form der Adipositas.

Mutation | Spezies |Gen Genprodukt | Defekt Referenz

ob Maus Lep Leptin Defekt im Leptingen Zhang, 1994

db Maus Lepr |Leptinrezeptor | Defekter Leptinrezeptor | Tartaglia, 1995

fa Ratte Lepr |Leptinrezeptor | Defekter Leptinrezeptor | Chua, 1996

Kol Ratte Lepr |Leptinrezeptor | Defekter Leptinrezeptor | Takaya, 1996

Cp Ratte Lepr |Leptinrezeptor | Defekter Leptinrezeptor | Lee, 1997

Ay Maus Agouti | Agouti Ektope Expression des Bultman, 1992
Signalprotein | MCR Antagonisten

tub Maus Tubby | Phospho- Apoptosisim Noben-Trauth,
diesterase Hypothalamus ? 1996; Kleyn, 1996

Fat Maus CPE |CPE CPE Aktivitéat aufgehoben | Naggert, 1995

ob = obese, db = diabetes, Ay = Agouti yellow, tub = tubby, fa = Zucker fatty, Kol = Kolietsky, cp = corpulent.
CPE = Carboxipeptidase E.
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Die Genetik der Adipositas entspricht in der Regel nicht dem klassischen Erbgang nach
Mendel, sondern einem polygenen Vererbungsmodus, d.h. erst die Kombination mehrerer
sogenannter Suszeptibilitétsallele macht die Adipositas-Disposition eines Individuum aus
(Comuzzie und Allison, 1998). Aufgrund der Vielfalt der Einflul¥faktoren ist die Identifizie-
rung der auslésenden Gene erschwert. Grundsétzlich kénnen die zwei Ansdtze zur
Aufklarung von polygenen Eigenschaften unterschieden werden: Kopplungsanalysen und
Assoziationsstudien (Pérusse und Chagnon, 1997). In Kopplungsanalysen werden die chro-
mosomalen Regionen (Quantitative trait loci) und Phanotypen von Geschwisterpaaren
verglichen. Fir Assoziationsstudien mufd zunéchst ein Kandidatengen definiert werden
(Strachnan, 1994).

Kandidatengene

Kandidatengene beruhen auf besonderen Eigenschaften des Genprodukts, die mit einer
eventuellen Betelligung an der Pathogenese in Einklang stehen. Zur Identifizierung von
K andidatengenen eignet sich die Ubertragung der im Tiermodell erkannten Krankheitsgene
auf den Menschen. Eine andere Moglichkeit, ein Kandidatengen zu benennen, entstammt
dem Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhange (Strachnan und Read, 1996).
Die entsprechenden Gene werden auf Polymorphismen untersucht. Ein Polymorphismus
liegt vor, wenn fur einen Genlokus mehrere Varianten (Allele) bekannt sind, von denen jede
mindestens mit einer Haufigkeit von 0,01 in der Bevdlkerung auftritt. In Assoziationsstudien
wird versucht, den moglichen Zusammenhang zwischen einem Polymorphismus und einem
bestimmten Phanotyp aufzudecken.

Eine Reihe von Hormonen, Rezeptoren und Proteinen werden aufgrund des derzeitigen
Verstandnis der Gewichtsregulation (vgl. auch [Abbildung 1)) als Kandidatengene fiir Adipo-
sitas eingestuft (Comuzzie und Allison, 1998). Eine Ubersicht ist in gegeben. Die
Entkopplungsproteine UCP1, UCP2 und UCP3 haben moglicherweise durch die Regulation
des Energieverbrauchs einen Einflufd auf das Koérpergewicht (z.B. Oppert et al., 1994 bzw.
Fleury et al., 1997, und Solanes et al., 1997). Das NPY und der NPY-Rezeptor werden
wegen der Beteiligung an der Steuerung der Nahrungsaufnahme in genetischen Studien
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untersucht (z.B. Roche et al., 1997). Die 3, und (33 Adrenorezeptoren sowie PPAR-y (Pero-
xisome proliferator activated receptor-y) werden unter anderem wegen ihrer Funktion in der
Fettgewebsdifferenzierung als Kandidatengene fir die Adipositasenstehung beurteilt (Arner
et al., 1999 bzw. Brun et al., 1997).

Tabelle 3 Ausgewdhlte Kandidatengene fur Adipositas und beim Menschen.

Gen Funktion Chromosomenlokation | Referenz

NPYRS5 | Appetitregulation 4q31-g32 z.B. Roche, 1997
UCP1 Energiehaushalt 4931 z.B. Oppert, 1994
UCP2 Energiehaushalt 11913 z.B. Fleury, 1997
UCP3 Energiehaushalt 11913 z.B. Solanes, 1997
PPAR-y |Adipozyten-Differenzierung |3p25 z.B. Brun, 1997
BAR Adipozyten-Differenzierung z.B. Arner, 1999
B3:AR Adipozyten-Differenzierung |8pl1.1-p12 z.B. Arner, 1999

NPY = Neuropeptid Y, PPAR-y = Peroxisome proliferator activated receptor-y, UCP = Uncoupling protein,
B.AR = ,-Adrenorezeptor, ;AR = Bs-Adrenorezeptor

1.3 DasUncoupling Protein 1

Wahrend das weil3e Fettgewebe seine Funktion als der Energiespeicher hat, dient das
braune Fettgewebe der Warmeproduktion, der sogenannten zitterfreien Thermogenese, mit
erhohtem Energieverbrauch (Lowell und Flier, 1997). Typisch fur ein Gewebe mit hohem
Sauerstoffverbrauch verfugt das braune Fettgewebe Uber besonders viele Mitochondrien
(Nnodim et al., 1988). Die Cytochrome in den Mitochondrien bewirken die charakteristische
braune Farbe des Fettgewebes (Ricquier et al., 1982). Isolierte Mitochondrien aus braunen
Fettzellen weisen eine hohe Protonen-Permeabilitét auf. Hierfur ist ein Protein der inneren
Mitochondrienmembran verantwortlich, das Entkopplungsprotein, Thermogenin oder Un-
coupling Protein (UCP) genannt wurde (Nicholls und Locke, 1984). Seit der Identifizierung
verwandter Proteine hat sich die Bezeichnung Uncoupling Protein 1 (UCP1) durchgesetzt.
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1.3.1 DieFamilieder Entkopplungsproteine

Die Entkopplungsproteine haben die Eigenschaft, die oxidative Phosphorylierung von
ADP zu ATP zu entkoppeln und dabei Warme zu produzieren. Die Isolierung des UCP1
gelang 1980 (Lin und Klingenberg, 1980). Die erst kirzlich entdeckten Proteine, die dem
UCPL1 in Struktur und Funktion dhneln, wurden UCP2 und UCP3 genannt (Fleury et al.,
1997 und Vidal-Puig et al., 1997). Die Aminosauresequenz des UCP2 ist zu 59 %, die des
UCP3 zu 57 % mit der von UCPL1 tbereinstimmend. UCP2 und UCP3 sind zu 73 % Uberein-
stimmend (Boss et al., 1997).

Da UCP1 ausschliefdlich in braunen Adipozyten vorhanden ist, wird es auch as Marker
fUr das braune Fettgewebe eingesetzt (Ricquier et al., 1991). Im Gegensatz dazu, wurde
UCP2 und UCP3 in weiteren Geweben nachgewiesen. UCP2 findet sich in den meisten
Geweben, so auch in weil3em Fettgewebe, Lunge, Leber, Milz und Makrophagen (Gimeno et
al., 1997). UCP3 ist Uberwiegend in Muskelgewebe, aber auch in braunem Fettgewebe
lokalisiert (Vidal-Puig et al., 1997). Das Gen des UCPL1 liegt auf Chromosom 4 und die
Gene von UCP2 und UCP3 liegen auf Chromosom 11. Die physiologischen Funktionen von
UCP2 und UCP3 sind noch nicht vollstandig geklart. Die derzeit bekannten Eigenschaften
wurden fur das UCP2 von Fleury und Sanchis, 1999, und fur das UCP3 von Langin et al.,
1999, zusammengefaldt. Die Expression von UCP2 wird durch Triiodthyronin und Leptin
stimuliert (Fleury et al., 1997). Das UCP3 wird durch eine hochkalorische Diét, eine hy-
perthyreote Stoffwechsellage und pharmakologische Stimulation der [s-Adrenorezeptoren
gefordert. Wider Erwarten wurde festgestellt, dal3 auch durch Fasten vermehrt UCP2 und
UCP3 im Muskel gebildet werden. (Millet et al., 1997).

1.3.2 Funktionsweise des UCP1

Die Funktion des UCP1 als Entkoppler von Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung
in den Mitochondrien ist in Abbildung 2 nach Loffler und Petrides, 1990, schematisch dar-
gestellt. Das 33 kDa groRe UCPl liegt als Dimer vor und ist in die innere
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Mitochondrienmembran der braunen Fettzellen integriert (Jezek und Garlid, 1998). Die
beiden identischen Dimere bestehen jeweils aus sechs transmembrantsen Doménen, deren
C- und N- Enden zum Zytosol orientiert sind. UCPL transportiert Protonen zuriick in die
Mitochondrienmatrix, die zuvor von den Enzymen der Atmungskette in den Intermembran-
raum gepumpt wurden. Damit verringert sich der Gradient Uber der Mitochondrienmembran,
ohne dal3 ATP generiert wird. Die gewohnlich vorhandene Kopplung von Atmungskette und
oxidativer Phosphorylierung wird durch UCP1 aufgehoben, und die oxidative Energie wird
in Form von Wéarme freigesetzt (Nicholls und Locke, 1984).

H H
H* * H * +
H H+ H H
l H+l A A A
Aulensaite
Innere
Mitochondrien-
membran Fo
Innenseite
(Matrixraum) H* H* H
F L, .
' H
— T Warme
ADP ATP
H+
Fo/Fi-ATPase UCP Atmungskette

Abbildung 2 Funktion von UCP als Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung.
Der durch UCP gebildete Kanal konkurriert mit der Fo/F;-ATPase um Protonen
beim Ruckstrom in den Matrixraum der Mitochondrien (nach Loffler und Petrides,
1990).
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1.3.3 Regulation von UCP1

Der Entkopplungsmechanismus von UCP1 ist nicht permanent aktiv. Das Ausmal3 der
UCP1 Aktivitdt korreliert mit der Thermogenese im braunen Fettgewebe und wird anhand
des Sauerstoffverbrauchs des Gewebes abgeschétzt. Die Transkription von UCP1 wird durch
Kéltereiz, Stimulation des sympathischen Nervensystems und Schilddriisenhormone ange-
regt (Slva und Rabelo, 1997). Noradrenain stimuliert die [(s-Adrenorezeptoren, eine
ausschliefdlich in Fettgewebe vorhandene Isoform der adrenergen Betarezeptoren (Arner und
Hoffstedt, 1999). Uber Aktivierung der Adenylatzyklase wird cCAMP generiert. Das CAMP
bewirkt eine gesteigerte Transkription von UCP1 und der Lipoproteinlipase. Die Lipopro-
teinlipase ermdglicht die Aufnahme extrazellularer Lipide. In Adipozyten fihrt die
Stimulation des sympathischen Nervensystems so zur Aktivierung der Lipolyse und Bereit-
stellung von freien Fettsduren. Der Protonentransport des UCPL wird durch freie Fettsauren
aktiviert und durch Purinnukleotide (ATP, ADP, GTP, GDP) inhibiert.

Die pharmakologische Stimulation der Rezeptoren ist in Zellkultur und Tierversuch er-
folgreich durchgefiihrt worden. Die Substanz SR59230A, ein selektiver [33-Adrenorezeptor-
Agonigt, induziert die UCP1 Gen Expression in braunen Adipozyten, wéhrend das Leptin
Gen inhibiert wird (Tonello et al., 1998). Die Behandlung von adipdsen Ratten mit dem
Agonisten CL316,243 fuhrt zu vermehrter Expression von UCP1 in braunem und in weil3em
Fettgewebe und zur Gewichtsreduktion zwischen 15 und 27 % (Umekawa et al., 1997). Der
Effekt ist bel dlteren Ratten geringer as bei jingeren Tieren (Kumar et al., 1999).

1.3.4 DieThermogeneseim braunen Fettgewebe und Adipositas

Die meisten Erkenntnisse Uber die zitterfreie Thermogenese entstammen Tierversuchen.
Winterschl&fer haben am Nacken eine auffallige Ansammlung von braunem Fettgewebe, die
auch als Winterschlafdriise bezeichnet wird. Die Thermogenese im braunen Fettgewebe
liefert die Warme, die in Aufwachphasen des Winterschlafs bendtigt wird (Nicholls und
Locke, 1984). Bei Nagetieren werden dem braunen Fettgewebe zwel wichtige Funktionen im
Warme- und Energiehaushalt zugewiesen. Die Thermogenese im braunen Fettgewebe er-



1.3 DasUncoupling Protein 1 15

maoglicht den Nagetieren eine Anpassung an Kélte in Form der Kélte-induzierten Thermoge-
nese. Aullerdem wird die Thermogenese stimuliert, um den Energieverbrauch nach
Uberméldiger Kalorienzufuhr zu steigern und so einer Gewichtszunahme entgegenzuwirken,
was as Kost-induzierte Thermogenese bezeichnet wird (Nicholls und Locke, 1984). Das
Ausmal3 der zitterfreien Thermogenese ist abhéngig von der Umgebungstemperatur und der
Kalorienzufuhr. AuRerdem ist der Entwicklungsstand der Tiere von Bedeutung, da bel dlte-

ren Tieren weniger zitterfreie Thermogenese stattfindet.

Verstérkte Expression von braunem Fettgewebe und UCP1 wirkt der Entstehung von
Adipositas entgegen. Im Tierversuch wurden die Auswirkungen der Fitterung einer hochka-
lorischen Kost untersucht. Die Versuchstiere nahmen 76 % mehr Energie auf als die
Kontrolltiere unter normaler Kost. Dennoch kam es nicht zu einer starken Gewichtszunahme
der Versuchstiere. Im Vergleich zu normal erndhrten Tieren zeigten die hochkalorisch er-
néhrten Tiere nicht nur eine Verdopplung der Menge an braunem Fettgewebe sondern
zudem eine gesteigerte Aktivitat des braunem Fettgewebe. (Rothwell und Stock, 1979). Die
erhdhte Energieaufnahme wurde durch einen gesteigerten Energieverbrauch im braunem
Fettgewebe kompensiert. Denervierung oder Exzision des interscapuldren braunen Fettge-
webes bewirken hingegen eine Zunahme der Kdrperfettmasse (Dulloo und Miller, 1984).

Welitere Erkenntnisse entstammen der Untersuchung transgener Mause, deren braunes
Fettgewebe durch Expression von Diphteria Toxin A (DTA) in diesem Gewebe stark redu-
ziert war. (Lowell et al., 1993). Diese Tiere entwickeln eine extreme Adipositas und, im
Alter von 6 Wochen, zusétzlich eine Hyperphagie. Die Adipositas geht einher mit Stoff-
wechselverénderungen wie Insulinresistenz und Dyslipidamie. Bei fettreicher Erndhrung der
UCP-DTA-Maéause zeigt sich in Bezug auf das Ausmal’ der Adipositas und ihrer Folgen ein
synergistischer Effekt (Hamann et al., 1996). Zudem finden sich erhthte Leptinwerte. An-
ders as bei normalen Tieren (Frederich et al., 1995) fuhrt exogene Leptingabe nicht zu
Gewichtsreduktion der UCP-DTA Maéuse. Diese sind offenbar resistent gegentiber der ano-

rektischen Wirkung von Leptin (Hamann et al., 1997).

Durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen gelang es, das UCP Gen
durch partielle Deletion zu inaktivieren (Enerback et al., 1997). Im braunen Fettgewebe
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dieser Méause konnte kein UCP nachgewiesen werden. Wider Erwarten sind jedoch Méuse
mit genetischem Mangel an UCP1 zwar kdteempfindlich, aber nicht adipts. Die Autoren
diskutieren die Kompensierung des UCP1 Mangels durch einen alternativen Stoffwechsel-
weg oder verstérkte Expression eines verwandten Proteins (UCP2). Eine andere Mutation
mit Einfluld auf die Thermogenese im braunen Fettgewebe, ist bel Mausen mit genetischem
Mangel an 33-Rezeptoren vorhanden. Die Tiere haben einen leicht erhohten Korperfettantell,
entwickeln jedoch auch keine ausgepragte Adipositas, mdglicherweise durch kompensatori-
sche Aktivitat im 3,-Rezeptor (Susulic et al., 1995).

Transgene Méuse, in denen das UCP Gen unter Kontrolle des fettspezifischen konstitu-
tiven aP2 Promotors ist, bilden UCP sowohl in weif3em als auch in braunem Fettgewebe. Im
Vergleich zu Kontrolltieren nimmt das K 6rpergewicht der transgenen Mause bel einer hoch-
kalorischen Did weniger zu (Kopecky et al., 1995). Der [s-Adrenorezeptor-Agonist
Cl216,243 bewirkt bei Versuchstieren einen sechsfach erhohten UCP-Gehalt im braunen
Fettgewebe und Ausbildung von UCP in weiRem Fettgewebe. Die Applikation des Ago-
nisten fiohrt bei genetisch fettleibigen Mausen zu einer Reduktion des Korpergewichts
(Nagase et al., 1996).

Zitterfreie Thermogenese findet beim Menschen perinatal in grof3em Ausmald statt,
wahrend Erwachsene Wéarme Uberwiegend durch Kaétezittern in Form von gesteigerter
Muskelaktivitdt generieren. Entsprechend ist beim Saugling braunes Fettgewebe insbesonde-
re an Hals, Brust und retroperitoneal gut erkennbar, wahrend beim Erwachsenen nur kleine
Depots im Nacken oder in der Fettkapsel der Niere vorhanden sind. Postmortal kann in der
Nierenkapsel in 25 % der Félle kein braunes Fettgewebe identifiziert werden (Ito et al.,
1991); offenbar atrophiert das braune Fettgewebe oder es wird in weil3es Fettgewebe trans-
formiert. Bemerkenswert ist jedoch, dal3 das perirenal e braune Fettgewebe von Patienten mit
Phéochromozytom oft besonders stark ausgepréagt ist, was auf Katecholamin induzierbare
Proliferation hinweist (Ricquier et al., 1982). Bei Adipdsen wurde im Vergleich zu schlan-
ken Personen ein signifikant niedrigerer Gehalt an UCP1 mRNA im intraperitonealen
Fettgewebe vorgefunden (Oberkofler et al., 1997). Die Bedeutung des braunen Fettgewebes
fur den erwachsenen Menschen ist letztlich noch ungeklart (Ricquier et al., 1999).
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1.35 Der A->G Polymorphismusim UCP1 Gen

Das Gen des UCPL liegt auf Chromosom 4931 (Cassard et al., 1990). Es gibt sechs ko-
dierende Exons (Gong et al., 1997). Da das UCP1 und die adrenerge UCP-Stimulation von
besonderer Bedeutung fur die Funktion des braunen Fettgewebes ist, wurden das UCP1 und
das (Bs-Adrenorezeptor Gen als Kandidatengene fur die Entstehung der Adipositas einge-
stuft. Die erste Untersuchung von DNA Sequenzvariationen im UCP1 Gen wurde 1994
durchgefthrt (Oppert et al., 1994). Ein Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
(RFLP) mit zwei Allelen wurde identifiziert mit Allelhaufigkeiten von 0,28 und 0,72. Die
Schnittstelle des Bel | Restriktionsenzym wurde 1996 identifiziert (Cassard-Doulcier et al.,
1996). Der Polymorphismus resultiert aus einer Punktmutation, bei der A durch G ersetzt
wurde. Die Substitution befindet sich strangaufwarts an Position —3826 in der Promotorregi-
on des UCP Gens. In einer kanadischen Studie, der sogennnten Quebec Family Study,
wurden 261 Personen (123 Eltern und 138 Kinder aus 64 Familien) untersucht. Es wurde
eine Assoziationstudie bel nicht verwandten Personen sowie eine sib-pair-linkage Analyse
bei Geschwistern durchgefiihrt. Eine signifikanten Assoziationen zwischen dem UCPL
Genotyp und Korperfett wurde nicht gefunden, die Allelfrequenz des seltenen G-Allels war
jedoch grof3er bei Personen, die in dem beobachteten Zeitabschnitt mehr Korperfett zuge-
nommen hatten (Oppert et al., 1994).

Der Einflul3 des A>G Polymorphismus auf den Gewichtsverlust von adipdsen Patien-
ten wahrend einer kalorienreduzierten Didt wurde untersucht (Fumeron et al., 1996).
Studienpatienten waren 176 Patienten mit einem BMI > 27 kg/m2. Gemessen wurden Kor-
pergewicht und BMI bei Studienbeginn und nach 2,5 Monaten. Im Zuge der Di&t hatten die
Normaltypen im Durchschnitt 7,1 kg abgenommen, wahren die Heterozygoten und Homo-
zygoten nur 5,7 kg bzw. 4,6 kg/m? verloren hatten. Der A->G Polymorphismus war
assoziiert mit einer Resistenz gegentiber Gewichtsreduktion durch kalorienreduzierte Diét.
Dieses Ergebnis unterstiitzte die Hypothese einer Bedeutung von UCP in der Regulation des
K orpergewichts

Mutationen eines Promotors konnen zu Aufhebung der Genfunktion oder Veranderung

der Genexpression fuhren (Strachnan und Read, 1996). Durch kompetetive RT-PCR wurde
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im intra- und extraperitonealem Fettgewebe adiptser Menschen der UCP1 mRNA Gehalt
bestimmt. Eine starke Assoziation des intraperitonealen UCP1 mRNA Gehats mit der
Mutation im UCP1 Gen wurde festgestellt. Diese erklarte fast 20 % der interindividuellen
Variabilitdt. Das seltenere Alldl flhrte zu einer Dosis-abhéngigen Reduktion der UCP1 Gen
Expression (Esterbauer et al., 1998).

Andere Studien mit z.T. grofRen Studienkollektiven und umfangreichen Untersuchungen
konnten keinerlei Zusammenhang zwischen dem UCP1-Genotyp und Merkmalen der Adi-
positas nachweisen (Urhammer et al., 1997; Gagnon et al., 1998; Schéffler et al., 1999). Die
Bedeutung des Polymorphismus wird daher derzeit widersprichlich eingeordnet. Das Vor-
kommen weiterer Polymorphismen im Gen des UCP1 wurde in einer deutschen Studie
(Hamann et al., 1998) untersucht. In einem 293 Studienkollektiv von adipdsen Kindern und
Jugendlichen wurden vier Mutationen gefunden. Fur die Entstehung der Adipositas scheinen
diese Polymorphismen von eher geringer Bedeutung zu sein.

1.4 Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Bedeutung des UCPL Polymorphismus in
der deutschen Bevolkerung fir die Pravalenz der Adipositas, des Diabetes mellitus Typ 2
und der Dydlipidamien. In die Studie wurden 877 nicht verwandte Personen eingeschlossen,
darunter Blutspender als gesunde Kontrollgruppe und Patienten mit morbider Adipositas,
Diabetes mellitus Typ 2, Hypercholesterinamie und Hypertriglyzeriddmie. Der Einflul? des
Polymorphismus wird anhand von Patientendaten in Zusammenhang mit Adipositas geprift.
Es wird untersucht, ob im Gesamtkollektiv bei den klinischen Werten, insbesondere bezlg-
lich BMI, Leptin und Lipidwerten, Assoziationen in Abhangigkeit vom Genotyp
nachzuweisen sind. Die Genotypverteilung in verschiedenen Untersuchungskollektiven, mit
den Eigenschaften Adipositas per magna, Diabetes mellitus Typ 2, Dydlipidamien und in
einer Kontrollgruppe (Blutspender) wird verglichen. Zur genaueren Analyse des Zusam-
menhangs zwischen UCP1 Genotyp und Adipositas wird die Allelfrequenz des UCP1
Polymorphismus bel verschiedenen Graden der Adipositas untersucht.



2 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Genotyp des A->G Polymorphismus im
Gen von UCP1 bei Personen mit Adipositas und anderen Stoffwechselerkrankungen und bel
Gesunden bestimmt und maogliche Assoziationen zwischen Genotyp und Phanotyp unter-
sucht. Dieser Abschnitt beinhaltet die Beschreibung des Patientenguts und der verwendeten
Methoden. Die Zusammensetzung der Losungen und Puffer und die Herstellernachwei se der
eingesetzten Reagenzien und Gerdte sind im Anhang aufgefthrt. Im ersten Teil wird das
Gesamtkollektiv der Untersuchung vorgestellt, es folgt die Charakterisierung der einzelnen
Kollektive anhand Kklinischer Daten. Der zweite Tell befaldt sich mit den Methoden zur
Bestimmung des UCP1 Genotyps. Hier wird jeweils zunéchst das Prinzip der Methode und
nachfolgend die Durchfihrung des Versuchs beschrieben. Zuletzt wird auf die statistischen

Methoden zur Auswertung der Daten eingegangen.

2.1 Patientengut

Um die Hypothese zu prifen, ob der UCP1-Polymorphismus mit Adipositas, Diabetes
mellitus Typ 2 oder Fettstoffwechselstorungen assoziiert ist, wurden Patienten mit entspre-
chendem Phénotyp in die Untersuchung aufgenommen. Fur den Vergleich wurden Personen
gesucht, welche die Normalbevolkerung reprasentieren. Hierzu wurde eine Gruppe von
Blutspendern aus dem Transfusionszentrum des Universitétskrankenhauses Eppendorf
(UKE) eingesetzt. Insgesamt wurden 877 Personen fur den A->G Polymorphismus genoty-
pisiert, die sechs verschiedenen Kollektiven entstammten. Alle Patienten gaben ihr
Einverstandnis, an einer genetischen Studie teilzunehmen. gibt einen Uberblick
Uber die Bezeichnung der Kollektive, Einschlukriterien, Anzahl der Personen und Ort der
Rekrutierung. In den nachfolgenden Abschnitten werden die einzelnen Patientengruppen

naher beschrieben.
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Tabelle 4 Ubersicht der sechs Untersuchungskollektive

Kollektiv Anzahl | Einschluf3riterium Abtellung Krankenhaus
o morbide Adipositas + o Ev. KH

Adipositas 304 Gastric-Banding OP Chirurgie Dinslaken
Blutspender 199 Blutspender Transfusionszentrum | UKE
Hypercholesterin | 97 Hyperchol esterinamie Med. Poliklinik UKE

HLP g7 |Hypertriglyzeridamieoder |,y ooy jinik UKE

gemischte Hyperlipidamie

Diabetes 86 Diabetes mellitus Typ I1 Med. Poliklinik UKE
Station 94 Stationérer Aufenthalt Med. Kernklinik UKE

Hypercholesterin = Hypercholesterindmie, HLP = Hyperlipidamie, Med. = Medizinisch, Ev. KH = Evangeli-
sches Krankenhaus, UKE = Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppendorf

Bel den Patienten wurden Alter, Geschlecht, BMI, Diabetes-Status und Lipidwerte er-
mittelt. Der BMI ist bei Blutspendern nicht bekannt. Bel Blutspendern und bei einem Tell
der Patienten mit morbider Adipositas wurden auch die Leptinwerte bestimmt. LDL-
Cholesterinwerte wurden nach der Friedewald-Formel berechnet, die nur fir Triglyzeridwer-
te unter 400 mg/dl anzuwenden ist. Bei Patienten mit hdheren Triglyzeridwerten konnten
keine LDL-Werte bestimmt werden.

2.1.1 AdipositasKollektiv

Die 304 Patienten in der Adipositas-Gruppe wurden im Evangelischen Krankenhaus
Dinglaken rekrutiert, wo sie zur Durchfiihrung einer Magenbandoperation (Gastric-Banding
OP) aufgenommen worden waren. Ziel der Operation ist, durch Verkleinerung des Magen-
volumens die Nahrungsaufnahme zu erschweren und ein schnelleres Séttigungsgefuhl zu
gewdhrleisten. Die Operation ist indiziert bei Patienten mit einer morbiden Adipositas (BMI
> 40 kg/m?). Um das Operationsrisiko zu rechtfertigen, sollten in der Vorgeschichte mehrere
konservative Versuche der Gewichtsreduktion liegen. Die Indikation besteht insbesondere
bei Vorliegen von Komplikationen der Adipositas, die durch Gewichtsreduktion zu bessern
sind.
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Bel den Adipositas-Patienten wurden Alter, Geschlecht, BMI, Diabetes-Status, Lep-
tinwerte und ein Lipidprofil erhoben. Von den 246 Frauen war bei 19 % ein Diabetes
mellitus Typ 2 bekannt. Bei den 58 Mannern war der Anteil an Diabetikern mit 29 % grofier
(. Der mittlere BMI betrug 52 + 8 kg/m?. Die Laborwerte zeigten die fur AdipOse
typischen Veranderungen mit hohen Leptinwerten, erhdhten Triglyzeriden und VLDL-
Cholesterin, niedrigem HDL-Cholesterin und Apoprotein A. Die Leptinwerte lagen bel
Frauen erwartungsgemal? fast doppelt so hoch wie bei Mannern. Die Lipidwerte der Manner
waren ungunstiger als die der Frauen. Insbesondere waren die Werte fir HDL-Cholesterin
und Apoprotein A niedriger bei Mannern, wahrend die Werte fir Gesamtcholesterin, Trigly-

zeride, LDL-Cholesterin und Apoprotein B bei Mannern hoher waren.

Tabelle 5 Eigenschaften der 304 Patienten aus dem Adipositas Kollektiv.

Manner Frauen Referenzbereich
Anzahl 58 246
Diabetes mellitus % 29 19
Alter Jahre 39 £9 38 £9
BMI (kg/m?) 52 +9 52 + 8 19-25
Leptin (ng/ml 38 + 18 68 + 34
Gesamt-Cholesterin ~ (mg/dl) 224 + 42 202 + 36 < 220
Triglyzeride (mg/dl) 264 + 182 161 + 78 <150
LDL-Cholesterin (mg/dI) 137 + 28 128 + 31 < 150
HDL-Cholesterin (mg/dl) 4 +7 43 + 10 > 40
VLDL-Cholesterin (mg/dl) 40 + 19 31 +13 <30
Apoprotein B (mg/dI) 128 + 32 110 + 28 > 138/148
Apoprotein A; (mg/dl) 119 + 18 129 + 24 <120

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichungen. Leptinwerte wurden nur bei 29 Mannern und 98 Frauen
bestimmt. Der Referenzwert flr Apoprotein A; ist fir Ménner niedriger als fir Frauen.
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2.1.2 Patienten ausder Medizinischen Klinik

Aus der Medizinischen Klinik des Universitétskrankenhauses Eppendorf wurden 374
Patienten in die Studie aufgenommen. Hiervon kamen 280 Patienten aus der Poliklinik.
Anhand des fuhrenden Befundes wurden drei Untergruppen gebildet, die im folgenden
» Hypercholesterindmie®*, ,,HLP* (fur Hyperlipoproteindmie) und , Diabetes’ Kollektiv ge-
nannt werden. Von den Stationen wurden 94 Patienten rekrutiert; dieses Kollektiv wird im
folgenden als , Station* bezeichnet. Die klinischen Werte sind in zusammengefalt.

Das Einschlufriterium fir die 97 Patienten im Hyperchol esterindmie Kollektiv waren
erhohte Werte fir Gesamt-Cholesterin (> 220 mg/dl), LDL-Cholesterin (> 150 mg/dl) und
Apoprotein B (> 120 mg/dl). Die 97 Patienten im HLP Kollektiv wurden wegen Hy-
pertriglyzeridamie in der Poliklinik behandelt. Da neben erhohten Triglyzeriden (> 150
mg/dl) oft auch erhéhte Werte fir Gesamt- und LDL-Cholesterin festgestellt wurden, lag

Uberwiegend eine gemischte Hyperlipidamie (HLP) vor.

Tabelle 6 Eigenschaften der Patienten aus der Medizinischen Klinik.

Hypercholesterin HLP Diabetes Station
Anzahl 97 97 86 94
Diabetes Prozent 2% 27 % 100 % 21 %
Alter Jahre 46 + 13 47 + 12 65 + 132 68 + 10
BMI (kg/m?d) | 25 + 4 28 + 4 28 +7 25 + 4
Gesamt-Chol.  (mg/dl) | 303 + 88 290 + 106 | 196 + 57 199 + 47
Triglyzeride  (mg/dl) | 155 + 98 566 + 634 | 268 + 239 | 158 + 92
LDL-Chol. (mg/dl) | 225 + 87 174 + 66 | 107 + 34 126 + 37
HDL-Chol. (mg/dl) 46 + 15 33 11 37 £14 42 + 16
VLDL-Chol.  (mg/dl) 29 + 16 52 + 16 38 +18 29 + 13
Apo A, (mg/dl) | 128 + 24 120 + 32 | 123 + 29 117 + 31
Apo B (mg/dl) | 161 + 56 157 + 54 | 107 + 33 102 + 24

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichungen. Chol. = Cholesterin. Die klinischen Werte, die als
Einschlufkriterium dienten, sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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Im HLP Kollektiv sind auch erhdhtes VLDL-Cholesterin (> 30 mg/dl) und niedrige
Werte fir HDL-Cholesterin (< 40 mg/dl) sowie niedriges Apoprotein A (< 138 bzw. < 148
mg/dl fir Manner bzw. Frauen) vorherrschend. Einen Diabetes mellitus Typ 2 haben 27 %
der HLP-Patienten. Die 86 Patienten im Diabetes Kollektiv wurden wegen eines Diabetes
mellitus Typ 2 behandelt

2.1.3 Blutspender

Als gesunde Kontrollgruppe wurden Blutspender des Transfusionszentrums am UKE
rekrutiert. Bei diesen sind Angaben zu Alter, Geschlecht, Lipidprofil und Leptin verflgbar
(Tabelle 7). Der BMI ist nicht bekannt, da die Blutproben der Spender anonymisiert bearbei-
tet wurden. Die mittleren Leptinwerte sind bei Frauen erwartungsgemald hoher als bei
Mannern. Die Lipidwerte liegen Uberwiegend im Normbereich, fir Apoprotein A sind die
mittleren Werte sowohl bei Frauen as auch bei Mannern erniedrigt, bei Méannern falt auch
der Mittelwert der Triglyzeride aus dem Referenzbereich.

Tabelle 7 Klinische Daten der Blutspender.

Manner Frauen Referenzbereich
Anzahl 138 61
Alter Jahre 51 £ 6 50 + 6
Leptin (ng/ml 75 18 + 13
Gesamt-Cholesterin -~ (mg/dl) 206 + 32 194 + 35 <220
Triglyzeride (mg/dl) 154 + 83 109 + 66 <150
LDL-Cholesterin (mg/dl) 131 + 30 117 + 31 <150
HDL-Cholesterin (mg/dl) 45 + 12 56 + 13 > 40
VLDL-Cholesterin ~ (mg/dl) 31 + 17 22 + 13 <30
Apoprotein B (mg/dl) 9 + 20 85 + 28 <120
Apoprotein A; (mg/di) 133 £+ 16 145 + 24 > 138/148

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. Fir Apoprotein A liegt der Referenzbereich fir Frauen
hoher als fur Ménner.
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214 Vergleich der Kollektive

Neben den Besonderheiten, die sich aus den Einschlufkriterien der Kollektive ergeben,
weisen die Kollektive der Medizinischen Klinik und die Blutspender einige Unterschiede
zum Adipositas Kollektiv auf. Insgesamt wurden im Adipositas Kollektiv mit 81 % wesent-
lich mehr Frauen als bei den Blutspendern und den Kollektiven der Medizinischen Klinik
(zwischen 22 und 43 %) rekrutiert. Operationen zur Therapie der Adipositas werden bel
Patienten im Alter von 18 bis 60 Jahren durchgefiihrt, was den Schnitt von 38 Jahren im
Adipositas Kollektiv erklart. Im Vergleich dazu liegt das Durchschnittsalter der Ubrigen
Kollektive mit Werten zwischen 46 und 68 Jahren deutlich hoher. Diabetiker finden sich
nicht nur im Diabetes Kollektiv, sondern auch in den anderen Kollektiven (zwischen 2 und
21 %); nur bei den Blutspendern waren gemafd den Einschluf3kriterien keine Diabetiker zu
verzeichnen. Die Werte der Patienten sind in zusammengefalit.

Tabelle 8 Gegeniberstellung der Kollektive.

Kollektiv Alter (Jahre) |Frauen (%) |Manner (%) |Diabetes mellitus (%)
Adipositas 38+ 9 81 19 21
Hypercholesterindmie 46 + 13 43 57 2

HLP 47+ 12 22 78 27
Diabetes 65+ 13 42 58 100

Station 68 + 10 41 59 21
Blutspender 50+ 6 31 69 0

2.2 Bestimmung des UCP1 Genotyps

Der A->G Polymorphismus des UCP1 Gens ist ein Restriktionsfragmentl&ngen-
Polymorphismus (RFLP), da durch den Polymorphismus die Schnittstelle eines Restrikti-

onsenzyms veréndert wird. Bei Vorliegen des A-Allels hat das Restriktionsenzym Bcll eine
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Schnittstelle; bei Vorliegen des G-Allels ist diese derart verandert, dal3 das Enzym nicht
schneidet. Diese Eigenschaft wird zur Bestimmung des Genotyps ausgenutzt.

Hierzu wurde bel allen Personen chromosomale DNA aus Blut isoliert. Ein den Poly-
morphismus enthaltendes DNA-Fragment wurde mit der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) vervielféltigt und mit dem Restriktionsenzym Bcl 1 verdaut. Die durch den Verdau
entstandenen Fragmente wurden mit Hilfe der Elektrophorese in Polyacrylamidgel aufge-
trennt und anschlief3end durch Farbung sichtbar gemacht. Ein Foto eines solchen Gelsist in
gezeigt. Durch Analyse der Restriktionsfragmentlangen wurde nun der Geno-
typ bestimmt. Nachfolgend werden die Prinzipien der Methoden und die einzelnen
Arbeitsschritte beschrieben.

279 kb

157 kb
122 kb

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abbildung 3 Foto eines mit Ethidiumbromid geférbten Polyacrylamidgels.

In die Geltaschen am oberen Bildrand wurden 19 Proben (Spur 1-19), sowie der Kb-
Marker (Spur 20) aufgetragen. Durch Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente
entsprechend ihrer Grol3e aufgeteilt, wobei kleinere Fragmente schneller in Rich-
tung des unteren Bildrandes wandern. Der haufige AA-Genotyp ist an den zwei
Banden von 157 und 122 kb Grol3e zu erkennen (z.B. Spur 2). Der GG-Genotyp
entspricht einer einzigen Bande von 279 kb Grole, wie in Spur 1 und Spur 3 zu
sehen. Der AG-Genotyp ist an dem Vorkommen von drei Banden zu erkennen (z.B.
Spur 4).
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2.2.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Blut

Blut ist eine leicht zugangliche Quelle fir chromosomale DNA und gut zur Isolierung
geeignet. Die DNA Extraktion wurde nach dem Verfahren von Miller (1988) mit dem nach-
stehenden Prinzip durchgefihrt. Bei gehemmter Blutgerinnung und osmotischer Lyse der
Erythrozyten kénnen die kernhaltigen Leukozyten, welche die DNA enthalten, durch mehre-
re Zentrifugationsschritte isoliert werden. Die Inkubation mit Lyse-Puffer, Proteinase K und
SDS 10 % bewirkt die Lyse der Membranen, anschlief3end werden die Proteine mit NaCl-
Losung ausgefdlt. Durch Zugabe von Ethanol 100 % kann die DNA nun gefdllt und mit
einer Pasteur-Pipette ausgedreht werden. Die einzelnen Schritte der DNA Extraktion sind im
folgenden beschrieben.

Je 10 ml EDTA Blut wurden fr 10 min bei 2500 Upm zentrifugiert. Das Plasma wur-
de fUr die serologische Untersuchung aliquottiert. Die direkt unterhalb des Plasmas
angesiedelte Zdlfraktion, genannt Buffy Coat, enthélt die Leukozyten. Es wurden 2 ml
Buffy Coat in NUNC Tubes pipettiert und fir mindestens zwei Stunden bei —20°C eingefro-
ren. Nach dem Auftauen wurde der Buffy Coat in ein 15 ml Spitzréhrchen Gberfihrt, mit
STE-Puffer aufgefillt und nach Umschwenken fur 15 min bei 3000 Upm zentrifugiert. Nach
AbgieRRen des Uberstands wurde mit STE-Puffer aufgefillt, und das Sediment durch Klop-
fen gelost. Es folgte ein Zentrifugierschritt bei 3000 Upm fir 15 min. Wiederum wurde der
Uberstand verworfen. Das Pellet mit den Leukozyten wurde mit 3 ml Lyse-Puffer, 1 ml
Proteinase K und 200 pul SDS (10 %) versetzt und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Anséatze mit 3,4 ml Lyse-Puffer und 2,3 ml einer 6 molaren
NaCl-Losung versetzt und durch Umschwenken gemischt. Anschlief3end wurde bei 3000
Upm fr 20 min zentrifugiert. Die obere DNA-haltige Phase wurde in ein 50 ml Tube mit 30
ml Ethanol 100 % uberfihrt. Durch leichtes Schwenken wurde die DNA gefdllt und war
dann als Knauel zu erkennen. Mit einer sterilen Pasteur-Pipette wurde die DNA inein 15 ml
Tube Ubertragen und mit 10 ml Ethanol 70 % gewaschen. Zuletzt wurde die DNA in ein
autoklaviertes Eppendorf-Gefal? gegeben, mit 500 ul TE-Puffer versetzt und fir 48 Stunden
auf dem Rotator bei 37°C gelost. Die DNA Proben wurden im Kihlraum bei 4°C gelagert.
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2.2.2 Polymerase-K etten-Reaktion

Theor etische Grundlagen

Die PCR (Polymerase chain reaction, Polymerase-K etten-Reaktion) ist eine Methode
zur Verviefédtigung von Nucleinsduren. Spezifische DNA-Sequenzen konnen in hoher
Ausbeute in vitro amplifiziert werden (Saiki et al., 1985). Das Reaktionsprinzip dhnelt der
Replikation der DNA in vivo. Eine DNA-Polymerase synthetisiert neue DNA an einer vor-
handenen DNA-Matrize. Kunstlich synthetisierte Oligonucleotide, die mit dem
Matrizenstrang hybridisieren, dienen dabei as Starter (Primer). Diese sind aus flankierenden
Bereichen der DNA-Matrize abgeleitet, d.h. das zu amplifizierende Fragment wird von
ihnen eingegrenzt. Die PCR beruht auf der vielfachen Wiederholung von Zyklen mit drel
temperaturabhéngigen Teilschritten, Denaturierung, Hybridisierung und Polymerisation
(Abbildung 4). Zuerst wird durch Denaturierung (90-95°C) die DNA in Einzelstrénge aufge-
teilt. Im zweiten Schritt, bei 50-70°C, hybridisieren die beiden Primer mit den entsprechen
Abschnitten der Matrizen-DNA. Im dritten Schritt, der Polymerisation (72°C), werden
ausgehend von den Primern neue DNA-Strange synthetisiert. Damit verdoppelt sich mit

jedem Reaktionszyklus die Menge des von den Primern eingerahmten Matrizenfragments.

DNA-Matrize

(1) Hitze-Denaturierung

(2) Hybridisierung der Primer

(3) Polymerisierung durch Taq

Nach der Verdopplung
stehen 2 DNA-Strange als
Matrizen zur Verfligung

® = DNA-Polymerase Taq

Abbildung 4 Schematische Darstellung der PCR.
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Fur die Reaktion werden grundsétzlich eingesetzt: DNA als Matrize, ein Primerpaar,
Desoxynukleotide (dNTP), die bei der Synthese eingebaut werden, und eine DNA-
abhangige DNA-Polymerase. Aufferdem werden Magnesium-lonen und ein Puffersystem
zur Einstellung des pH-Werts (pH-Optimum pH 8,8) benétigt. Durch die spezifischen Pri-
merpaare wird es moglich, selektiv einen bestimmten DNA-Abschnitt zu vervielféaltigen.
Die beiden Primer flankieren den zu vervielfétigen Bereich, wobei einer an den Sinnstrang

bindet und der andere an den Gegensinnstrang.

Die Polymerase Tagq wurde urspringlich aus dem hitzeunempfindlichen Bakterium
Thermus aquaticus isoliert und ist bestandig gegen die hohen Temperaturen wahrend der
Denaturierungsphase (Saiki et al., 1988). Das Enzym ist in einem weiten Temperaturbereich
aktiv (20-95°C), die Polymerisation wird meistens bei 72°C, nahe am Temperaturoptimum
des Enzyms, durchgefuihrt. Die Enzymaktivitdt ist abhangig von zweiwertigen Kationen,
wobei optimale Bedingungen mit 10 mM Mg?** eingestel It werden.

Amplifizierung des A->G Polymor phismus des UCP1 Gens

In dieser Untersuchung sollte ein DNA-Abschnitt in der Promotorregion des UCP1
Gens amplifiziert werden, der den A->G Polymorphismus an Position bp —3826 (Cassard-
Doulcier et al., 1996) beinhatete. Die Sequenz der eingesetzten Oligonucleotide wurde von
Valve et al. (1998) Ubernommen und ist in [Tabelle 9 angegeben. Die einzelnen Reagenzien
wurden in Aliquotts bei einer Temperatur von —20°C gelagert. Vor der Benutzung wurden

die bendtigten Aliquotts aufgetaut und gemischt.

Tabelle 9 Primer fir die Amplifizierung des A->G Polymorphismus.

Oligonucleotid Sequenz Konz.

Primer 1 (vorwérts) | CCA GTG GTG GCT AAT GAG AGA A |10 pmol/pl
Primer 2 (rickwarts) | GCA CAA AGA AGA AGC AGA GAG G |10 pmol/pl

Konz. = Konzentration
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Das Protokoll zur Herstellung der Amplifizierungsmischung wurde nach Valve et al.,
1998 modifiziert. Die PCR fihrte unter den anfanglichen Bedingungen nicht zu zufrieden-
stellenden Ergebnissen, da nicht selten nur eine geringe Produktmenge bzw. das vollige
Fehlen eines spezifischen Produkts auftrat. Die Konzentrationen der Reagenzien und die
Temperatur des Annealing wurden verandert, um die PCR anzupassen. Zur Optimierung der
PCR-Bedingungen wurden verschiedene Magnesium-lonenkonzentrationen und zwei ver-
schiedene dNTP-Konzentration getestet. Durch Erhéhung der Magnesiumkonzentration und
Verringerung der dNTP Konzentration wurde eine bessere Ausbeute der PCR erreicht. Die
Amplifizierungsmischung wurde in sterilen Mikrozentrifugenréhrchen nach dem Protokoll
in durch Zugabe der Reagenzien in der angegeben Reihenfolge hergestellt.

In der Regel wurde ein sogenannter Mastermix hergestellt, der einen Ansatz fir 20 o-
der 40 Proben enthielt. Hierdurch werden die einzelnen Mengen genauer pipettiert und die
Fehlermdglichkeit reduziert, da die Gesamtzahl der Pipettiervorgange reduziert wird. Nach
sorgféltigem Mischen des Mastermix wurden jeweils 19ul der Flissigkeit in autoklavierte
Eppendorf Gefélde aliquottiert, wobel aus einem Mastermix 20x wegen Volumenverlusten

beim Pipettieren in der Regel 19 Proben hergestellt wurden.

Tabelle 10 Herstellung der Amplifizierungsmischung des A-> G Polymorphismus.

Reagenz Ansatz 1x Mastermix 20x | Endkonzentration
Steriles, bidest H,O 14,7 ul 294 pl

PCR-Puffer, 10 x. 2,0 ul 40 pl 1x
Mg** 0,8l 16 pl 2,5 mmol
DNTP 0,4 ul gul 0,2 mmol
Primer 1 0,5 ul 10 pl 5 pmol
Primer 2 0,5 ul 10 pl 5 pmol
Taqg DNA-Polymerase 0,1 ul 2ul 0,5 Units
Volumen 19,0 ul 380 ul

Genomische DNA 1,0l

Gesamtvolumen 20,0 pl

Die einzelnen Reagenzien wurden in Aliquotts bei einer Temperatur von —20°C gelagert. Vor der Benutzung
wurden die bendtigten Aliquotts aufgetaut und gemischt.
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Anschlief3end wurden die Aliquotts beschriftet und mit 1 ul DNA der entsprechenden Pro-
banden versetzt. Zum Schutz vor Verdunstung wurde zuletzt jewells ca. 50 pl Mineral6l auf
die Oberflache geschichtet. Alle Proben wurden gemischt und kurz abzentrifugiert, um die
Proben von Luftblasen zu befreien und die FlUssigkeit am Boden des Gefal3es zu sammeln.
Die Amplifizierung erfolgte nach einem standardisierten Protokoll mit 35 Zyklen im Ther-
mocycler von Perkon-Elmer. Die PCR wurde versuchsweise mit Annealing Temperaturen
von 50, 55 und 60°C durchgefiihrt, wobel bei 60°C die besten Ergebnisse erzielt wurden.
Die Temperatur zur Denaturierung betrug 95°C, fir die Elongation wurden 72°C festgesetzt.
Die einzelnen Phasen hatten eine Dauer von 1 Minute mit Ausnahme des ersten und letzten
Zyklus mit 5 bzw. 10 Minuten. Das Protokoll ist in [Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11 Temperaturen und Inkubationszeiten zur Amplifizierung desA-> G
Polymorphismus.

Zyklus Phase Temperatur Dauer
Erster Zyklus Denaturierung 95°C 5min
Annealing 60°C 1 min
Elongation 72°C 1min
33 Zyklen Denaturierung 95°C 1 min
Annealing 60°C 1 min
Elongation 72°C 1min
Letzter Zyklus | Denaturierung 95°C 1 min
Annealing 60°C 1 min
Elongation 72°C 10 min

Probleme bei der Durchfiihrung der PCR

Um das Risiko einer Kontamination der Proben mit DNA zu verringern, wurde der
Mastermix und die Aliquotts an einem speziellen Arbeitsplatz (Clean Bench) und réumlich
getrennt von den weiteren Arbeitsschritten hergestellt. Aul3erdem wurde von jedem Master-
mix ein Ansatz ohne Zusatz von DNA verarbeitet, um eine mdgliche Kontamination

identifizieren zu kdnnen.
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2.2.3 Restriktionsverdau mit Bcl 1

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die in doppelstrangiger DNA eine
spezifische Sequenz von 4-8 Nukleotiden erkennen und dort die DNA spalten. Es handelt
sich dabel normalerweise um Palindrome, d.h. die Basensequenz ist vom 5 Phosphatende
gelesen identisch in den beiden Stréngen. Eingesetzt wird die Restriktionsanalyse eines
PCR-Produkts zur ldentifizierung von Schnittstellen fur die Klonierung oder, wie in der
vorliegenden Arbeit, zur Erkennung eines Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus
(RFLP). Ein RFLP entsteht aufgrund eines Polymorphismus an den Restriktionsschnittstel-
len und fuhrt zu Unterschieden in der Grof3e alleler Restriktionsfragmente.

Die Restriktionsendonuklease Bcl 1 entstammt dem Bacillus caldolyticus und erkennt
die Sequenz T/GATCA . Diese Sequenz liegt in der Promotorregion des UCP1 Gens, 3826
bp strangaufwarts von der TATA Box, wenn das A-Allel des A>G (-3826) Polymorphis-
mus vorliegt (Abbildung 5). Durch Inkubation mit Bcl 1 entstehen bei AA-Genotyp aus dem
PCR-Produkt (GrofRe 279 bp) zwel Fragmente (157 bp und 122 bp). Das G-Allel, mit Aus-
tausch der Base Adenin durch Guanin (A->G), bewirkt eine Maskierung der Bcl 1
Schnittstelle. Daher schneidet Bcl 1 bel Vorliegen des GG-Genotyp nicht, das Fragment von
279 bp bleibt erhalten. Heterozygote Personen (AG) weisen dle drel Fragmentlangen (279
bp, 157 bp, 122 bp) auf. Da der GG-Genotyp durch den Verdau nicht verandert wird, wurde
der Versuch bei alen GG-Genotypen zur Bestétigung des Genotyps wiederholt.

Bcl 1
Schnittstelle
3826 bp TATATAA
UCP-up
R
. I ,
5 TGATCA Promotor Exon-1 -3
<«
< > Allel G AG: 279, 157, 122 bp
< >« » Allel A
157 bp 122 bp AA: 157,122 bp

Abbildung 5 Promotorregion des UCP1 Gens.
Die Schnittstelle des Bcl1-Restriktionsenzyms ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
UCP-up = Vorwaérts Primer, UCP-down = Ruckwarts-Primer
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Zur Durchfuihrung des Restriktionsverdaus wurde das Enzym auf Eis verarbeitet, um
einen Aktivitétsverlust zu verhindern. Das Enzym, welches in einer Konzentration von 10
Units/ul vorlag, wurde vor Gebrauch im Verhdltnis 1:7 mit dem mitgelieferten Inkubations-
puffer M versetzt. Der Puffer M besteht aus 10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl;
und 1 mM Dithioerythrit. Im Anschluf3 an die Amplifizierung wurden 2 pl des Gemischs
direkt in die Eppendorf-Gefélie gegeben. Die Proben wurden durch Schwenken gemischt.
Im Warmeschrank wurde unter leichtem Schwenken bei der empfohlenen Temperatur von

50°C fur mindestens zwei Stunden, in der Regel jedoch Uber Nacht, inkubiert.

2.2.4 Gel-Elektrophorese

Zur Auftrennung der Fragmente wurde nach dem Restriktionsverdau mit Bcl 1 eine
Gel-Elektrophorese durchgefuihrt. Aufgrund der negativen Ladung der Phosphatgruppen
wandert DNA in Trégermedien im elektrischen Feld. Die Geschwindigkeit ist dabei propor-
tiona der Feldstérke und der lonenladung und umgekehrt proportional der Viskositét des
Mediums und dem Teilchenradius. Klrzere DNA-Fragmente laufen demnach schneller im
Gel as langere, wodurch die Auftrennung von Fragmenten entsprechend ihrer GrofRe ge-
lingt. Die einzelnen Schritte zur Durchfiihrung einer Gel-Elektrophorese sind im folgenden

beschrieben.

Gelherstellung

Die Viskositét eines Polyacrylamidgels wird durch das Verhdtnis von Acrylamid und
Bisacrylamid bestimmt (hier 29:1) sowie durch die Acrylamid-Konzentration in der Gello-
sung (hier 10 %). Die Polymerisation des Gels wird durch die Vernetzung von Bisacrylamid
in Acrylamid erreicht. Katalysatoren fur diese Reaktion sind TEMED (0,2 %) und AMP (1
%). Polyacryamid-Gele mit den Abmessungen 80 x 70 x 0,6 mm wurden in vertikalen Gief3-
kassetten hergestellt, die sich aus je zwe Glasplatten zusammensetzen und Uber vier
Klammern zusammengehalten werden. Eine der beiden Platten ist an den vertikalen Randern
mit zwei 0,6 mm dicken Glas-Spacern versehen. Zwischen den Platten wird zur Dichtung

ein U-férmiges Gummi eingespannt. Fur die Gellosung wurden 2,5 ml Acrylamid (40 %),
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sowie 0,1 ml Ammoniumpersulfat 10 % und 0,025 ml TEMED mit 6,4 ml H,O und 1 ml
TBE 10x versetzt, so dald insgesamt ein Volumen von 10 ml mit 10 % Konzentration von
Acrylamid vorlag. Die Lésung wurde durch leichtes Schwenken gemischt und luftfrei in die
vorbereitete Gief3kassette gegossen. Mit Hilfe eines Kunstoffkamms wurden 20 Taschen im
Gel hergestellt. Nach wenigen Minuten war die Losung polymerisiert. Der Kamm wurde
vorsichtig herausgezogen und die nun entstandenen Taschen mit TBE 1x gespiilt. Das Gel
ist jetzt gebrauchsfertig.

Elektrophorese

Nach Entfernung des Dichtungsgummis wurden die Glasplatten mit dem Gel in eine
Elektrophoresekammer eingespannt. Anschlief3end wurden die Puffertanks der Trennkam-
mern mit 1 x TBE als Pufferlésung geftllt. 5ul der im Verhdltnis 1:2 mit Loading Puffer
versetzten Proben wurden vorsichtig in die Auftragetaschen einpipettiert. Jeweils die letzte
Tasche wurde mit dem 1 kb DNA Ladder Marker versehen, um einen Standard zur Auswer-
tung der Fragmentgréflen zu gewdhrleisten und die korrekte Reihenfolge der Proben
sicherzustellen. Anode und Kathode wurden mit dem Stromgeber verbunden und eine
Stromstérke von 30 mA fur 30 Minuten eingestellt. Gel-Viskositat, Stromstérke und Lauf-
dauer wurden so gewéhlt, dal3 eine gute Trennung der Restriktionsfragmente erreicht wurde.

2.25 Gefarbemethoden

Nach der Elektrophorese liegen die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grolde aufge-
trennt vor, sind aber noch nicht sichtbar. Eine bewdahrte Methode zur Anfarbung von PCR-
Produkten auf Polyacrylamidgelen ist die Ethidiumbromidféarbung, die hier als Standardver-
fahren eingesetzt wurde. In einigen Féllen wurde zusétzlich eine Silberférbung durchgefihrt,
die im Vergleich zur Ethidiumbromidfarbung eine hohere Empfindlichkeit aufweist. Mit
Hilfe des Standardmarkers wurde nun die Grofse der Banden festgestellt und der Genotyp

anhand des Musters der Fragmente bestimmt.
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Ethidiumbromidfarbung

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-6-Ethyl-5-Phenanthridiumbromid) ist ein fluoreszieren-
der Stoff, der sich an Doppelstrang DNA anlagert. Es handelt sich dabei um eine
interkalative Substanz, deren Molekiile die Zwischenraume zwischen den Basenpaaren der
DNA-Doppelhelix besetzen. Daraus ergibt sich zum einen die Verwendung zur Anférbung
von PCR-Prdodukten innerhalb eines Gels, andererseits aber auch die mutagene Wirkung
der Losung. Die Farbung wird daher unter Verwendung besonderer Schutzmal3nahmen wie

spezieller Handschuhe durchgefihrt.

Zur Herstellung der Farbel 6sung wurden 5pl Ethidiumbromid in 100 ml 1 x TBE ver-
dunnt, die Konzentration betrug dann 50 g Ethidiumbromid / 100 ml. Die Gele wurden fir
5 — 10 Minuten in der Ethidiumbromidldsung geschwenkt, bis eine ausreichende Anlage-
rung von Ethidiumbromid erreicht wurde. Unter dem UV-Transilluminator werden die Gele
bei einer Wellenlange im Bereich 254 — 300 nm bestrahlt. Die DNA wird in Form fluores-
zierender Banden sichtbar. Die Gele wurden mit einer Polaroid Kamera bei einer

Belichtungszeit von 3 Sekunden fir die Dokumentation photographiert (Abbildung 3).

Silberfarbung

Das Prinzip der Silberfarbung éhnelt dem fotografischen Prozel3 mit Silberhal ogeniden.
Dabel wird ausgenutzt, dal3 einwertige farblose Silberverbindungen wie Silberbromid
(AgBr) oder Silbernitrat (AgNOs3) zu elementarem schwarzen Silber reduziert werden. Bel
der Silberfarbung wird das Gel in Silbernitrat-Losung gegeben. Silber-lonen gehen mit
Markromolekilen wie DNA, nicht jedoch mit Polyacrylamid, Komplexverbindungen ein.
Die komplex gebunden Silber-lonen werden durch Formaldehyd unter Ausbildung von
Silberkeimen reduziert, wodurch das latente (unsichtbare) Bild entsteht. Durch das Entwi-
ckeln in akalischer Carbonatlésung mit Formaldehyd (HCHO) wird die unmittelbare
Umgebung der Silberkeime ebenfalls reduziert, wodurch das latente Bild zunehmend ver-
starkt wird. Mit Natriumthiosulfat (NaS,03) werden nicht gebundene Silber-lonen unter
Bildung farbloser Bisargentat-K omplexe aus der Gelschicht herausgel6st. Das Uberfiihrung
des Gelsin Essigsaure unterbricht den Entwicklungsvorgang.
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Die Silberfarbung wurde nach Bassam et al. (1991) durchgefiinhrt. Zur Ubersicht sind
die Vorschriften zur Herstellung der Ldsungen sowie die Dauer der einzelnen Schritte in
zusammengefaldt. Im AnschluR an die Elektrophorese wird das Gel fiir mindes-
tens 20 Minuten in 10 % Essigsdure gelegt. Es folgen drei kurze Waschgange in
destilliertem H,O. Nun wird das Gel fur 30 Minuten in Silbernitrat-Losung inkubiert. An-
schlief3end wird das Gel zunédchst in Wasser, dann in 1/3 der vorbereiteten Carbonatl6sung
kurz geschwenkt. Zur Entwicklung der Banden wird das Gel in die restliche Carbonatl6sung
gegeben, die abgedunkelt einwirken mul3. Unter wiederholten Sichtkontrollen wird die
Auspragung der Silberbanden verfolgt. Nach einer Zeit von 2 bis 15 Minuten werden Ban-
den sichtbar, die in kurzer Zeit an Intensitdt zunehmen. Der Zeitpunkt zum Abbruch der
Entwicklung ist gegeben, wenn die Farbtiefe der spezifischen Banden ausreichend ist und
durch weiteres Einwirken nur das Verschleiern des Bildes erreicht wird. Das Gel wird fir 20

Minuten in Essigsaure gewaschen und in Methanol 30 % und Glyzerin 3 % fixiert.

Tabelle 12 Protokoll zur Durchfihrung einer Silberfarbung.

Schritt Reagenzien Mengen Dauer
1. Fixierung Essigsdure 10 % 100 ml 20 min
2. Waschen Wasser 500 ml 3x2min
3. Impréagnierung Silbernitrat 10 % 2mi 30 min
Formaldehyd 37 % 150 pl
Wasser 100 ml
4. Waschen Wasser 200 ml 2min
5. Entwicklung Natriumcarbonat 10 % 60 ml 1min
Natriumthiosulfat 20 mg/ml 60 pl 2-15min
Formaldehyd 37 % 300 pl
Wasser 140 ml
6. Entwicklungsstop | Essigsaure 10 % 100 mi 20 min
7. Fixierung Methanol 30 % Bis zur Trocknung
Glyzerin 3%

Alle Lésungen werden eisgekiihlt verwendet.
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2.3 Statistische Berechnungen

Fur die statistische Auswertung wurden die Programme Satistica fur Windows, Versi-
on 5.1, und Microsoft Excel, Version 97 verwendet. Die klinischen Werte wurden als
Mittelwerte mit Standardabwel chung angegeben.

Bestimmung der Allelfrequenzen

Die Allelfrequenzen wurden nach der Genzéhl-Methode ermittelt. Da A und G die ein-
zigen Allele fur den Locus des UCP1 Polymorphismus sind, sind die beiden Allelfrequenzen
unmittelbar voneinander abhangig.

2N pp + N s

Allelfrequenz A =
2N

+
AllelfrequenzG = W =1 - Allelfrequenz A

Hardy-Weinberg-Gesetz

Die Allelfrequenz A entspricht p, die Allelfrequenz G entspricht g. Daraus ergibt sich
die folgende theoretische Verteilung der Genotypen. Fur den Genotyp AA wird eine relative
Haufigkeit von p? erwartet, fir AG von 2pg und fur GG von ¢

p+g=1

N’ aa*+ N’ ag+ N’
(p+q)% = p2 +2pq +q% = —AA NAG GG -1
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Chi-Quadrat-Test

Die Verteilung von Haufigkeiten wurden mit dem Chi Quadrat Test statistisch ausge-
wertet. Chi-Quadrat (x?) ist das statistische Mal3 fur die Abweichung von beobachteten und
erwarteten Werten. Dazu wurden die Differenzen zwischen beobachteten und erwartetem
Wert quadriert und durch den Erwartungswert dividiert. Die Summe der einzelnen Werte

ergibt x2

2
2 _ (N Beobachtet N ’Erwartet )
X2= NE

Erwartet

Die Anzahl der Freiheitsgrade ist bestimmt durch die Zahl der Klassen, die beliebig
festgesetzt werden konnen. Fir die Hardy-Weinberg-Verteilung wurde ein Freiheitsgrad
(df=1) angenommen, da die erwartete Verteilung nur von zwei Grof3en, den Frequenzen fur
Allel A und G abhangig ist. Damit liegt der kritische Wert fur ein Signifikanzniveau von 95
% bei x2 = 3,84.

Mann-Whitney-U-Test

Zur Beurteilung von Assoziationen des UCP1 Polymorphismus werden die Eigenschaf-
ten der durch den Genotyp definierten Gruppen verglichen. Bei dieser Untersuchung wird
gepruft, ob sich die klinischen Werte der Personen in Abhangigkeit vom Genotyp unter-
scheiden. Der t-Test wird am héaufigsten verwendet, um die Unterschiede zwischen
parametrischen Kriterien in zwei Gruppen zu Uberprifen. Der t-Test setzt jedoch
Normalverteilung und Varianzhomogenitdt voraus. Diese Bedingungen waren hier nicht
erfillt. Daher wurde der Mann-Whitney-U-Test eingesetzt, der auf Rangfolgen basiert. Die
Unterschiede zwischen den Genotypen wurden zum einen fir den Vergleich von Normaltyp
und Heterozygoten, zum anderen fir den Vergleich von Normaltyp und Homozygoten er-
mittelt.
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Zunéchst wird die UCP1 Genotypverteilung auf Unabhéngigkeit vom Geschlecht und
Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz geprift. Die klinischen Werte Alter,
BMI, Leptin und Lipidwerte aus dem Gesamtkollektiv werden auf Assoziationen mit dem
Genotyp untersucht. Nach einer Gegentiberstellung der Patientenkollektive und der Untersu-
chung der Kontrollgruppe werden die Haufigkeiten der UCP1 Genotypen in den Kollektiven
verglichen. Es folgt eine detaillierte Prifung des Zusammenhangs von UCP1 Genotyp und
BMI anhand der klinischen Werte und Vergleich der Genotypverteilung nach Einteilung der
Patienten in Gewichtskategorien. Zuletzt werden Einfllsse des UCP1 Genotyps bei Patien-
ten mit Diabetes mellitus und Dydlipidamien untersucht. Der Abschnitt schlief3 mit einer
Zusammenfassung.

3.1 Vertellung des UCP1 Genotypsim Gesamtkollektiv

Fur die Promotorregion des UCP1 Gens sind fur die Position —3826 zwei Allele be-
kannt, das haufigere Allel A und das seltenere Allel G. Da jede Person zwei Allele besitzt,
ergeben sich fur UCPL drei Genotypen, namlich AA (Normaltyp), AG (Heterozygot) und
GG (Homozygot). Im Gesamtkollektiv wurden 465 Normaltypen (Naa), 349 Heterozygote
(Nag) und 63 Homozygote (Ngg) vorgefunden. Nach der Genzahl-Methode wurden die
Allelfrequenzen ermittelt. Die Allelfrequenz A betrégt 0,729, die Allelfrequenz G entspre-
chend 0,271.

Tabelle 13 Verteilung des UCP1 Genotyps im Gesamtkollektiv.

AA AG GG Gesamtkoll ektiv

Anzahl 465 349 63 887
Anteil [%] 53,0 39,8 7,8 100
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3.1.1 UCPI1 Genotypverteilung bei Mannern und Frauen

Vor der weiteren Analyse wurde geprift, ob die Verteilung der UCP1 Genotypen
grundsétzliche Unterschiede bel Mannern und Frauen zeigt. Bei einer ungleichen Genotyp-
verteilung unter Mannern und Frauen konnte bei den Allelfrequenzen der Kollektive oder
bei den klinischen Werten eine Abhéngigkeit vom Genotyp vorgetduscht werden. Das Ge-
samtkollektiv wurde unter Beriicksichtigung des Geschlechts in zwel Gruppen aufgeteilt.
Neun Personen wurden nicht aufgenommen, da hier Angaben zum Geschlecht fehiten. In
[Tabelle 14]sind neben den gezahlten Haufigkeiten die relativen Anteile aufgefiihrt sowie die
Frequenz fur das Allel G. Die Frequenz des Allels G ist bei Frauen mit 0,273 nur geringfu-
gig hoher as bei Mannern mit 0,268 und ohne statistische Signifikanz (P = 0,965). Fur die
weiteren Untersuchungen von Allelfrequenzen wurden die Geschlechter daher zusammenge-
falit.

Tabelle 14 Verteilung der UCP-Genotypen bei Mannern und Frauen.

AA AG GG AA % AG % GG % Allel G

Frauen 233 177 32 92,7 40,0 7,2 0,273

Manner 227 170 29 53,3 39,9 6,8 0,268

Chi-Quadrat = 0,071; Freiheitsgrade 2; P-Wert = 0,965.
Bei neun Personen aus dem Gesamtkollektiv ist das Geschlecht nicht bekannt.

3.1.2 Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinber g-Gesetz

Anhand der berechneten Allelfrequenzen wurde geprtift, ob die beobachtete Genotyp-
verteilung im Gleichgewicht nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz ist. Die Unterschiede von
beobachteter und erwarteter Verteilung ergeben ein Chi-Quadrat von 0,051 und einen p-
Wert von 0,82. Daraus folgt, dai die Genotypverteilung in Ubereinstimmung mit dem Har-
dy-Weinberg-Gesetz ist. Die Daten wurden in Tabelle 15]zusammengefalit.
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Tabelle 15 Verteilung der Genotypen im Gesamtkollektiv.

Genotyp Beobachtet Erwartet (B-E)YE
AA 465 53,0 % 466,3 53,2 % 0,003
AG 349 39,8 % 346,3 39,5% 0,020
GG 63 72% 64,3 7,3% 0,027
Summe 877 100 % 877 100 % 0,050

X2 = 0,050, Freiheitsgrad =1, P = 0,82.

3.1.3 Assoziationen des UCP1 Genotyps mit klinischen Daten

In den durch den UCP1 Polymorphismus bestimmten Gruppen war der BMI sehr &hn-
lich mit 38,3 kg/m? bei Normaltypen, 37,7 kg/m? bel Heterozygoten und 38,6 kg/m? bei
Homozygoten (nicht signifikant). Auch die Leptinwerte zeigten keine signifikanten Abwei-
chungen zwischen den Genotypen mit 27,2 ng/ml bei AA-Genotyp, 26,4 ng/ml bei AG-
Genotyp und 22,9 ng/ml bei GG-Genotyp. Dabei war tberraschend, dal3 bei GG-Genotyp im
Vergleich zu den anderen beiden Gruppen der niedrigste Leptinwert und der hdchste BMI

vorkam. Der Anteil an Diabetikern in den drei Gruppen lag zwischen 22 und 23 Prozent.

Bel den Lipidwerten traten Unterschiede in Abhéngigkeit vom Genotyp auf. Fur Nor-
maltypen wurden fur HDL-Cholesterin und Apoprotein A mit 42,9 mg/dl bzw. 128 mg/dl
hohere Werte als fir Heterozygote mit 40,7 mg/dl bzw. 125 mg/dl festgestellt (P = 0,016
bzw. P = 0,032). Das LDL-Cholesterin war bei Normaltypen mit 137 mg/dl niedriger als bei
Heterozygoten mit 145 mg/dl (nicht signifikant). Entsprechend war die HDL/LDL Ratio mit
3,4 bei AA-Genotyp gunstiger als mit 3,8 bei AG-Genotyp (P = 0,005). Bei Heterozygoten
wurden im Vergleich zu Normaltypen insgesamt unglnstigere Lipidwerte beobachtet. Da
gegen zeigten Homozygote im Verhdtnis zu Heterozygoten und zu Normaltyp glnstigere
Lipidwerte. Diese Unterschiede waren alerdings nicht statistisch signifikant, eventuell
aufgrund der kleinen Fallzahlen des GG-Genotyps. Die Werte sind in[Tabelle 16 aufgefiihrt.
Statistisch signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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Tabelle 16 Charakterisierung des Gesamtkollektivs (N = 877) unter Berucksichti-
gung des Genotyps.

AA (n=465) | AG (n=349) P GG (n=63) P
Diabetes % 22,1 23,1 0,738 23,0 0,881
Alter Jahre | 49 + 14 48 + 14 0,237 50 + 13 0,425
BMI kg/m? | 38 + 14 38+ 14 0,739 39 + 16 0,945
Leptin ng/ml | 27 + 33 26 + 29 0,990 23 £ 5 0,704
Gesamt-Chol. mg/dl | 222 + 71 | 226 + 69 0,368 | 220 + 60 0,919
Triglyzeride mg/dl | 208 + 208 | 221 + 319 0217 | 217 + 304 | 0,556
HDL-Chal. mg/dl | 43 + 14 41 + 13 0,016 44 + 14 0,539
LDL-Chol. mg/dl | 137 + 55 145 + 60 0,066 | 135 + 44 0,926
LDL/HDL Ratio| 34 + 16 | 38 + 19 0,005 32 £ 17 0,295
VLDL-Chol. mg/dl | 32 + 16 33 + 16 0,108 29 + 14 0,447
Apo Az mg/dl | 128 + 25 125 + 25 0,032 | 131 + 22 0,315
Apo B mg/dl | 115 + 41 | 120 + 43 0,089 | 108 + 32 0,216

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fir Geschlecht und Diabetes die Haufigkeiten. P-Werte
wurden mit x? bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fiir den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-
Genotyp. Statistisch signifikante Werte (P<0,05) sind fettgedruckt.

Zusammenfassung zur Verteilung des UCP1-Polymor phismusim Gesamtkollektiv

Die Verteilung des UCP1-Polymorphismus im Gesamtkollektiv ist in Ubereinstim-

mung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz. Es zeigt sich keine Abhangigkeit vom Geschlecht.

Der BMI der drei Genotypen ist vergleichbar. Bei Heterozygoten wurden im Vergleich zu
Normaltypen unguinstigere Werte fir HDL-Cholesterin, Apoprotein A und HDL/LDL Ratio

festgestelt.
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3.2 Analyseder Patientenkollektive

Die Gesamtstichprobe wurde aus sechs verschiedenen Kollektiven rekrutiert, die im
Abschnitt 2 naher klassifiziert wurden. Um einen Uberblick Uber die Besonderheiten der
Kollektive zu erméglichen, wurden die Haufigkeiten bestimmter Eigenschaften in den ein-
zelnen Gruppen gegenibergestellt (Tabelle 17). Die Kollektive weisen dem jeweiligen
Selektionskriterium entsprechende Unterschiede auf, dartiber hinaus variiert die Verteilung
von unspezifischen Merkmalen wie Alter und Geschlecht. Jiingere Patienten kommen mit 83
% vor allem im Adipositas Kollektiv sowie im Hypercholesterin und im Hyperlipoproteing-
mie (HLP) Kollektiv vor. Der Anteil an Frauen liegt zwischen 81 % bei den morbid
Adipdsen und 22 % im Hyperlipoproteindmie Kollektiv. Der Anteil an Diabetikern lag
zwischen 100 % im Diabetes Kollektiv und 0 % bei Blutspendern.

Tabelle 17 Héaufigkeiten bestimmter Eigenschaften in den sechs Kollektiven.

Adipositas | Blutbank | Hypercholesterin | HLP | Diabetes | Station

Anzahl N 304 199 97 97 86 94
Manner % 19 69 57 78 58 59
Frauen % 81 31 43 22 42 41
Alter < Median* % 83 34 56 48 8 0

Diabetes mellitus % 21 0 2 27 100 21
BMI = 30kg/m? % 100 n.b. 6 25 34 11
BMI = 40kg/m? % 97 n.b. 1 0 4 0

HohesLeptin** % 94 11 n.b. n.b. 18 n.b.
Tg=>150mg/d % 50 35 35 100 61 43
LDL =150 mg/dl % 22 23 82 60 13 22
HDL <40 mg/dl % 46 26 41 77 69 46

*Median des Altersist 48 Jahre. **, Als Grenzwert fur hohes Leptin wurde fur Manner 15 pg/ml und fur
Frauen 30 pg/ml festgelegt. Bei Blutspendern wurde der BMI nicht bestimmt (n.b.). Leptin wurde nicht bei
allen Personen bestimmt (n.b.). Die dem Einschluf3kriterium entsprechenden Werte sind fett gedruckt.
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Eine Adipositas konnte erwartungsgemal? bei allen Patienten im Adipositas Kollektiv
festgestellt werden, aul3erdem bei 34 % der Diabetiker und 25 % der HLP Patienten. Eine
morbide Adipositas (BMI = 40 kg/m?) wurde bel 97 % der Adipositas Patienten festgestellt,
ansonsten nur in Einzelfédlen. Bel Blutspendern und einem Teil der Adipositas und Diabetes
Patienten sind Leptinwerte bekannt. Leptinwerte korrelieren mit dem BMI. 94 % der Patien-
ten mit morbider Adipositas hatten hohe Leptinwerte. Bel Diabetikern und Blutspendern
waren es mit 18 % bzw. 11 % wesentlich weniger.

Die Haufigkeiten von auffalligen Lipidwerten wurden bestimmt. Fir die Bevolkerung
wird eine Pravalenz der Hyperlipoproteinamie von 20 bis 40 % angegeben. Erwartungsge-
mal3 hatten alle HLP-Patienten erhohte Triglyzeride. Im Hypercholesterindmie Kollektiv
hingegen hatten nicht alle Patienten erhthte LDL-Cholesterinwerte. Bei 18 % lagen die
aufgenommenen Werte unter dem Grenzwert von 150 mg/dl. Es handelt sich hierbei um
Patienten aus der Lipidambulanz mit bekannter Hypercholesterinamie, bei denen nur Werte
unter Therapie mit Lipidsenkern verfligbar waren. Erhdhte LDL-Cholesterinwerte wurden
zudem bei 60 % der HLP Gruppe und bei rund 20 % der Gbrigen Personen beobachtet.
Niedrige HDL-Werte sind in allen Kollektiven vertreten, von 77 % und 69 % in der HLP-
und der Diabetes Gruppe Uber 46 % bei Adipositas- und stationaren Patienten. Im Diabetes
und Adipositas Kollektiv lag bei 61 % bzw. 50 % der Patienten auch eine Hypertriglyzeri-

démievor.

3.21 Eignung der Kontrollgruppe

Blutspender wurden a's Kontrollgruppe eingesetzt, da diese eine zuféllige Auswahl an
gesunden Personen der durchschnittlichen Bevolkerung reprasentieren. Nachteilig ist die
fehlende Angabe des BMI. Um die Aussagekraft als Vergleichskollektiv abzuschétzen,
wurden die Leptinwerte der Blutspender gewdahlt. Bel Ubergewichtigen Menschen korrelie-
ren die Plasma-Leptinspiegel mit der Menge an Fettgewebe. Erhdhte Werte liefern einen
Anhaltspunkt fir das Vorliegen einer Adipositas, wobel die Werte bel Frauen etwa doppelt
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so hoch sind wie bel Mannern. Weiterhin finden sich bel Adipdsen haufig Veranderungen
der Lipidwerte, insbesondere erhdhte Triglyzeride und erniedrigte HDL-Cholesterinwerte.

Die klinischen Daten der Blutspender und der Patienten mit morbider Adipositas wur-
den in gegenibergestellt. Im Adipositas-Kollektiv waren die Leptinwerte
deutlich hoher as bel Blutspendern (P < 0,001). Auch die Triglyzeride und die HDL-
Cholesterinwerte zeigten signifikante Unterschiede zwischen Blutspendern und Adipositas
Patienten. Zudem war auch das Alter der beiden Personengruppen verschieden. Zusammen-
fassend wird festgestellt, dald3 die Blutspender als Kontrollgruppe im Vergleich zum
Adipositas Kollektiv geeignet sind, auch wenn diese deutlich &lter sind.

Tabelle 18 Vergleich von Blutspendern und Adipositas Patienten.
Oben: Méanner. Unten: Frauen

Blutspender Adipositas P

Manner Anzahl 138 58

Leptin ng/ml 7 £5 38 + 18 | < 0,001
Triglyzeride mg/d| 154 + 83 264 + 182 | < 0,001
HDL-Cholesterin ~ mg/dl 45 + 12 4 + 7 < 0,001
Alter Jahre 51 + 6 39 +9 < 0,001
Frauen Anzahl 61 246

Leptin ng/ml 18 + 13 68 + 34 < 0,001
Triglyzeride mg/dl 109 * 66 161 + 78 < 0,001
HDL-Cholesterin ~ mg/dl 56 + 13 43 + 10 < 0,001
Alter Jahre 50 + 6 38 + 9 < 0,001

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabwei chung.
Der P-Wert wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
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3.2.2 Vergleich der Allelfrequenzen in sechs Kollektiven

Die Verteilung des UCP1 Genotyps in diesen Untergruppen wurde mit der Fragestel-
lung, ob der UCP-Polymorphismus in einem der Kollektive auffallig haufig vorkommt,
gepruft. Von besonderem Interesse war der Vergleich der Patienten mit morbider Adipositas

und der Blutspender.

Die hochste Allelfrequenz G wurde mit 0,293 bel den stationdren Patienten aus der
medizinischen Klinik vorgefunden. Im Diabetes Kollektiv wurde mit 0,244 die niedrigste
Allelfrequenz bestimmt. Hypercholesterin und Adipositas Kollektive liegen mit Allelfre-
guenzen von 0,289 und 0,276 Uber dem Mittel, Blutspender und Hyperlipoproteindmie
Patienten liegen mit 0,259 und 0,263 darunter. In[Abbildung 6] sind die relativen Anteile von
AG und GG Genotyp as Stapelbalken (linke Y-Achse) und die Allelfrequenz G als Linie
(rechte Y -Achse) eingezeichnet.
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Abbildung 6 Verteilung des UCP1 Genotyps in den sechs Kollektiven.
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Bel der Betrachtung der Allelfrequenzen wird deutlich, dal3 es sich um relativ geringe

Unterschiede zwischen den Kollektiven handelt. Die Verteilung der UCP1 Genotypen in den
sechs Kollektiven war insgesamt statistisch unauffallig mit Chi-Quadrat von 6,83, df=10 und
P = 0,741 (vergleiche[Tabelle 19). Auch die fiir Frauen und Manner getrennt durchgefiihrte
Analyse (P = 0,360; P = 0,927), genauso wie die direkte Gegenuberstellung der Kollektive
mit hochster und niedrigster beobachteter Allelfrequenz (Chi-Quadrat = 1,07; df = 2; P =

0,30), ergab keine signifikanten Unterschiede (Werte nicht gezeigt).

Tabelle 19 Chi-Quadrat der Verteilung der UCP-Genotypen in den Kollektiven.
Oben: Beobachtete Verteilung. Unten: Erwartete Verteilung.

Beobachtet AA AG | GG | Summe | AA% AG % GG% | Alld G

Adipositas 157 126 21 304 51,6 414 6,9 0,276
Blutbank 112 71| 16 199 56,3 35,7 80 0,259
Diabetes 51 28 7 86 59,3 32,6 81 0,244
Station a7 39 8 94 50,0 41,5 8,5 0,293
Hy_perchol%— 46 46 5 97 47,4 47,4 5,2 0,289
terin

HTG 52 39 6 97 53,6 40,2 6,2 0,263
Erwartet AA AG GG |Summe |(B-E)?E |(B-E)¥E |(B-E)¥E |Summe

Adipositas 161,2| 121,0| 21,8 304 0,11 0,21 0,03 0,35
Blutbank 1055 79,2| 14,3 199 0,40 0,85 0,20 1,45
Diabetes 456 342 6,2 86 0,64 1,13 0,11 1,88
Station 498 374| 68 94 0,16 0,07 0,23 0,46
Hypercholes— 51,4 386| 7,0 97 0,57 1,42 0,56 2,55
terin

HTG 51,4 386| 7,0 97 0,01 0,00 0,13 0,14
Summe 465 349 63 877 1,89 3,68 1,27 6,83

Chi-Quadrat = 6,83; Freiheitsgrade 10; P-Wert = 0,741.
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Die Prozentanteile der Homozygoten hatten eine relativ kleine Spannbreite in den Un-
tergruppen zwischen 5,2 % bei Patienten mit Hypercholesterindmie und 8,5 % bel Patienten
aus der Medizinischen Klinik. Viel stérker schwankten dagegen die Anteile der Normalty-
pen (59,3 % und 47,4 %) und der Heterozygoten (32,6 bis 47,4 %). Diese Extreme wurden
zum einen bel den Diabetikern gefunden zum anderen bei den Patienten mit Hypercholeste-
rindmie. Mdglicherweise sind die Abweichungen durch die niedrigen Fallzahlen von nur 86
und 97 zu erkldren. Die Verteilung der Genotypen in diesen beiden Gruppen entspricht
weniger gut dem Hardy-Weinberg-Gesetz mit Chi-Quadrat von 2,32 (P = 0,13) im Hyper-
cholesterin Kollektiv und 1,20 (P = 0,27) im Diabetes Kollektiv. Werden die drei Kollektive
aus der Poliklinik, d.h. Patienten mit Hypercholesterindmie, Hyperlipoproteindmie und
Diabetes mellitus zu einer Gruppe mit 280 Fallen zusammengefaldt, ergibt sich eine Al-
lelfrequenz von 0,266. Die Verteilung ist dann in Ubereinstimmung mit dem Hardy-
Weinberg-Gesetz (P = 0,58).

Zusammenfassung der Analyse der Patientenkollektive

Die Kollektive weisen starke Unterschiede entsprechend der Einschlufkriterien auf.
Zudem gibt es eine auffélige Verteilung von Alter und Geschlecht in den Kollektiven. Die
Blutspender sind aufgrund der Analyse der Leptin und Lipidwerte als Kontrollgruppe zum
Adipositas-Kollektiv geeignet, auch wenn der BMI unbekannt ist. Die Vertellung des UCP1

Genotyps in den sechs Kollektiven zeigt keine signifikanten Unterschiede.

3.3 UCP1 Genotyp und BMI

Um den Zusammenhang von Korpergewicht und UCP1 Genotyp genauer zu untersu-
chen, wurden die Patienten gemal3 der WHO-K lassifikation eingeteilt in Normalgewichtige
(BMI 18 — 25 kg/m? ), Ubergewichtige (BMI 25 — 30 kg/m?) und Adipdse mit den Katego-



3 Ergebnisse 48

rien BMI 30 — 40 kg/m2 und BMI = 40 kg/m2. Als Kontrollgruppe wurden die gesunden
Blutspender eingesetzt. Aufgrund fehlender Angaben zum BMI wurden 20 Personen nicht
berticksichtigt.

3.3.1 Allelfrequenzen nach BMI-Kategorien

Insgesamt zeigt die Verteilung der UCP1 Genotypen nach Gewichtskategorien keinen
einheitlichen Trend. Die hdchste Allelfrequenz wurde mit 0,308 in der Kategorie BMI 25-30
kg/m? beobachtet, die niedrigste mit 0,246 bei BMI 30-40 kg/m2. Morbid Adipdse und Nor-
malgewichtige haben nahezu die gleiche Allelfrequenz mit 0,268 und 0,269, die
Allelfrequenz der Blutspender ist mit 0,259 geringfiigig niedriger (Abbildung 7). Der Anteil
der AA-Genotypen betrégt zwischen 44,5 % und 60,9 %, und der Anteil der Heterozygoten

bzw. der Homozygoten zwischen 29,0 % und 49,3 % bzw. zwischen 6,2 % und 10,1 %.

60% 0,60
50% - - 0,50
40% + - 0,40
30% - e - 0,30
A\\Y/ A ———
20% - - 0,20
. EAG %
10% - . - 0,10 GG %
0% ,J - . . 0,00 il Freq' G

BMI > 40 30-40 25-30 <25kg/m? Blutbank
n =300 n=69 n =146 n=143 n=199

Abbildung 7 Relative Anteile der UCP1 Genotypen nach BMI — Kategorien.
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Mit dem Chi-Quadrat Test wurde die Verteilung des UCP1 Genotyps in den Gewichts-
kategorien gepriift (Tabelle 20). Die Unterschiede waren nicht signifikant (P = 0,19). Auch
die nach Geschlecht getrennt durchgefihrte Analyse erbrachte keine statistischen Auffallig-
keiten mit Chi-Quadrat von 4,35 (P = 0,82) fur Frauen und 11,0 (P = 0,20) fur Manner (nicht
gezeigt). In der Kategorie BMI 30 — 40 kg/m? wurde eine ungewdhnliche Verteilung mit
niedrigem Anteil an Heterozygoten (29,0 %) und hohen Anteill von Homozygoten (10,1 %)
beobachtet (P = 0,068). Mdglicherweise sind diese Abweichungen durch die geringe Fall-
zahl von 72 zu erklaren. In der Gruppe BMI 25 — 30 kg/m? fallt der hohe Anteil der
Heterozygoten (49,3 %) bel gleichzeitig niedrigem Prozentsatz an Homozygoten (6,2 %)
auf.

Tabelle 20 Chi-Quadrat der Verteilung der UCP-Genotypen in den vier
Gewichtskategorien und bei den Blutspendern.

Beobachtet AA | AG | GG |Summe| AA% | AG% | GG% | Alld G
BMI > 40 158| 123| 19 300 52,7 41,0 63 0268
BMI 30 - 40 42| 20| 7 69 60,9 29,0 101| 0,246
BMI| 25-30 65| 72| 9 146 44,5 49,3 62| 0308
BMI < 25 77| 55| 11 143 53,8 38,5 77| 0269
Blutbank 112| 71| 16 199 56,3 35,7 80| 0259
Erwartet AA | AG | GG | Summe | (B-E)?E | (B-E)?¥E | (B-E)?E | Summe
BMI > 40 158,9| 119,4| 21,7 300 0,01 0,11 034| 045
BMI30-40 | 366| 275| 50 69 0,81 2,02 081 364
BMI25-30 | 77.3| 581| 10,6 146 1,97 3,33 023| 553
BMI < 25 758| 56,9| 10,3 143 0,02 0,06 004| 013
Blutbank 1054| 79,2| 144 199 0,41 0,85 018 143
Summe 454 341 62 857 3,22 6,37 1,60| 11,19

Chi-Quadrat = 11,19; Freiheitsgrade 8; P-Wert = 0,191.
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3.3.2 Klinische Werte von Adipésen, Nor malgewichtigen und Blutspendern

Der Einflul des UCP1 Genotyp auf die klinischen Werte wurde fur Patienten mit mor-
bider Adipositas (N = 304) und fir Patienten mit einem BMI < 30 kg/m? (N = 288) getrennt
gepruft. Auf diese Weise wurden in Hinblick auf den BMI zwel relativ homogene Gruppen
hergestellt, in denen auch feinere Unterschiede analysiert werden konnen. Fir die Untersu-
chung von Normalgewichtigen wurden aus der Gesamtstichprobe alle Personen mit einem

BMI < 30 kg/m? ausgewahlt. Als Vergleichsgruppe wurden die Blutspender aufgefiihrt.

Patienten mit morbider Adipositas

Im Adipositas Kollektiv war der mittlere BMI mit 53 kg/m? bei Homozygoten am
hochsten. Dieses wurde durch hohe Werte bei homozygoten Frauen (55 kg/m?) verursacht,
wahrend bei homozygoten Mannern ein Mittelwert von 46 kg/m?2 bestimmt wurde. Normal-
typen und Heterozygote hatten mit 52 kg/m? bzw. 51 kg/m? einen geringflgig niedrigeren
BMI as Homozygote. Keiner dieser Unterschiede war statistisch signifikant. Die Leptinwer-
te der Normaltypen lagen mit einem Durchschnitt von 64 ng/ml héher als Heterozygoten (57
ng/ml) und Homozygoten (58 ng/ml). Diese Unterschiede sind durch den héheren Anteil an
Frauen bei den Normaltypen mit 82,2 % gegenuber 79,4 % und 81,0 % bel den Heterozygo-
ten bzw. Homozygoten zu erklaren.

Beim Vergleich der drei Gruppen wurde festgestellt, dal3 die Trager des G-Allels im
Vergleich zu AA-Genotyp junger sind. Das Durchschnittsalter betrug 40 Jahre bei AA-
Genotyp und 37 bzw. 38 Jahre bei AG- bzw. GG-Genotyp. Fir den Vergleich von AA-
Genotyp und AG-Genotyp war dieser Unterschied signifikant (Mann-Whitney-U-Test: P =
0,016). Die Unterschiede zwischen AA- und GG-Genotyp waren, moglicherweise aufgrund
der geringen Fallzahl des GG-Genotyps, nicht statistisch signifikant. Der Vergleich von
Normaltypen gegentber G-Allel-Tragern (AG und GG Genotyp) ergab hingegen ebenfalls
einen statistisch signifikanten Unterschied (P = 0,014). Auch bei separater Betrachtung von
Mannern und Frauen waren Unterschiede in der Altersverteilung zu beobachten, bei Frauen
betrugen die Mittelwerte 39, 36, 38 Jahre, bei Mannern 41, 38 und 34 Jahre.
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Die Mittelwerte fur HDL-Cholesterin betrugen fur AA-, AG- und GG- Tréger 42,3,
39,5 und 43,1 mg/dl. Die Unterschiede zwischen AA-Genotyp und AG-Genotyp waren
statistisch signifikant (P = 0,043). Die nach Geschlecht getrennt durchgefiihrte Analyse
ergab ahnliche Ergebnisse. Die entsprechenden Werte fur Frauen waren 43,7, 41,1 und 45,2
mg/dl. Bel Mannern lagen die Werte erwartungsgemald insgesamt niedriger. Auch hier
hatten Heterozygote mit 33,5 mg/dl niedrigeres HDL-Cholesterin als Normaltypen mit 35,8
mg/dl, die niedrigsten Werte wurden jedoch bel Homozygoten mit 30,7 mg/dl festgestellt.
Die Ubrigen Lipidwerte sind zwischen den Genotypen nicht signifikant verschieden. In
wurden die Daten der Adipositas-Patienten fir die drei Genotypen zusammenge-
faldt.

Tabelle 21 Eigenschaften des Adipositas Kollektivs (N = 304) unter Bericksichti-
gung des UCP1 Genotyps.

AA AG P GG P
Geschlechtw % 82,2 79,4 0,551 81,0 0,892
Diabetes % 20,4 20,6 0,958 23,8 0,717
Alter Jahre 40 + 10 37 18 0,016 38+ 11 0,288
BMI kg/m? 52 +8 51 18 0,354 53 + 10 0,467
Leptin* ng/ml 64 + 39 58 126 0,983 58 + 23 0,944
Gesamt-Chol. mg/dl 206 + 37 206 37 0,870 | 211 + 46 0,900
Triglyzeride mg/dl 177 + 111 | 187 1118 0462 | 160 + 88 0,625
LDL-Chol.  mg/d 128 + 30 130 32 0,710 | 131 + 27 0,676
HDL-Chol. mg/dI 42 +11 39 19 0,043 43 + 9 0,414
LDL/HDL Ratio 32 +11 35 113 0,259 32 + 14 0,571
VLDL-Chol mg/dl 33 +15 32 +12 0,683 32 + 18 0,810
Apo A; mg/dl 128 + 24 125 122 0,145 130 + 31 0,493
ApoB mg/dl 112 + 27 116 132 0471 | 113 + 32 0,861

* Leptin wurde nur bei 128 Patienten bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fur
Geschlecht und Diabetes die Haufigkeiten. P-Werte wurden mit x? bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fiir
den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-Genotyp. Die statistisch signifikanten Unterschiede
(P<0,05) sind fett gedruckt.



3 Ergebnisse 52

Patienten ohne Adipositas (BMI < 30 kg/m?)

In der Untergruppe der 288 Patienten ohne Adipositas (BMI < 30 kg/m?) war der BMI
der Heterozygoten mit 25,1 kg/m? signifikant hoher als der BMI der Normaltypen mit 24,3
kg/m2 (P = 0,026). Der Unterschied im BMI war auch beim Vergleich von G-Allel-Tréagern
mit Normaltypen signifikant (P = 0,04). Homozygote lagen mit einem BMI von durch-
schnittlich 24,4 kg/m? dazwischen (nicht signifikant). Aufféllig war, dal3 der Leptinwert bei
AA-Genotyp mit 10,2 ng/ml am hdchsten war, wahrend er bel AG- bzw. GG-Genotyp 9,6
bzw. 6,9 ng/ml betrug (nicht signifikant). Dabei ist zu beachten, dal3 Leptin nur bel einem
kleinen Teil der Patienten (N = 52) bestimmt wurde, so dal3 die Aussagekraft des Vergleichs
eingeschrankt ist. Die Werte sind in[Tabelle 22 aufgefiihrt.

Tabelle 22 Eigenschaften der 288 Patienten ohne Adipositas (BMI < 30 kg/m?)
unter Bertcksichtigung des Genotyps

AA AG P GG P
Geschlecht w % 37,3 39,4 0,730 47,4 0,398
Diabetes % 29,5 30,1 0,918 31,6 0,852
Alter Jahre 56 + 17 57 + 15 0,737 60 + 11 0,431
BMI kg/m?2 243 + 3,0 251 £ 30 0026| 244 +29 | 0861
Leptin* ng/ml 10 + 12 10 + 10 0,678 7+5 0,808
Gesamt-Chol. mg/dl 251 + 104 258 + 95 0435| 242 + 79 0,838
Triglyzeride mg/dl 234 + 233 284 + 495 0,107 283 + 478 | 0,674
LDL-Chol. mg/dl 159 + 81 173 + 85 0,198| 160 + 66 0,716
HDL-Chol. mg/d 42 + 16 40 + 15 0,190 42 + 17 0,929
LDL/HDL Ratio 40+ 21 46 + 24 0,045 40 + 24 0,891
VLDL-Chol. mg/dl 30 £ 16 36 + 17 0,017 25 +7 0,391
Apo A, mg/dl 121 + 28 123 + 31 0,838 125 +27 | 0,603
Apo B mg/dl 131 + 52 138 + 55 0,408| 114 + 33 0,268

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, bzw. fir das Kriterium Geschlecht die Haufigkeiten. P-
Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet fir Unterschiede zwischen AA-Genotyp und AG-
bzw. GG-Genotyp. Die statistisch signifikanten Unterschiede sind fett gedruckt.
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Heterozygote hatten hohere Werte fur Triglyzeride (284 mg/dl), LDL- und VLDL-
Cholesterin (173 und 35,6 mg/dl) als Normaltypen (234, 159, 30,2 mg/dl). Diese Unter-
schiede waren fur VLDL-Cholesterin statistisch signifikant (P = 0,017). Aul3erdem war das
HDL-Cholesterin bel Heterozygoten mit 39,6 mg/dl niedriger als bei Normaltypen mit 41,8
mg/dl (nicht signifikant). Entsprechend war das Verhdltnis LDL / HDL mit 4,6 bel AG-
Genotyp ungunstiger als bei AA-Genotyp mit 4,0 (P = 0,045). Die Lipidwerte bei Homozy-
goten waren im allgemeinen gunstiger als bei Heterozygoten und entsprachen eher denen
der Normaltypen. Eine Ausnahme bildeten die Triglyzeride, die bei Homozygoten mit 283
mg/dl @nlich hoch waren wie bel Heterozygoten. Die Altersverteilung zeigte keine signifi-
kanten Unterschiede.

Blutspender

Bel den morbid Adiposen war aufgefallen, da3 G-Allel-Trager im Vergleich zu
Nprmaltypen jinger waren und niedrigere HDL-Werte hatten. Daher war es von besonde-
rem Interesse, diese Untersuchung mit gesunden normalgewichtiegen Personen zu

wiederholen. Hierzu wurden die Blutspender eingesetzt.

Im Kollektiv der Blutspender war der BMI nicht bekannt. Die Leptinwerte wurden be-
stimmt, um einen Rickschlul auf das Kdrpergewicht der Blutspender zu erméglichen, da
Leptinwerte nachweislich eine starke Korrelation mit dem BMI aufweisen. In [Tabelle 23
sind die klinischen Daten in Prozenz bzw. as Mittelwerte mit Standardabwei chung angege-

ben.

Anders as in den vorangegangenen Untersuchungen zeigte weder die Verteillung des
Alters noch die Verteilung der Lipidwerte signifikante Unterschiede in Abhéngigkeit vom
UCP1 Genotyp. Auch die Leptinwerte waren ohne Auffalligkeiten unter den UCP1 Genoty-
pen verteilt. Bel Blutspendern wurden insgesamt keine signifikanten Unterschiede
beobachtet.
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Tabelle 23 Eigenschaften der 199 Blutspender in Abhangigkeit des UCP1 Geno-
typs.

AA AG P GG P
Geschlecht w % 32,2 30,0 0,715 25,0 0,566
Alter Jahre 50 + 6 50 + 6 0,764 52 + 5 0,168
Leptin* ng/mi 11 +11 9+38 0,232 10 + 8 0,991
Gesamt-Chol. mg/dl 202 + 33 205 + 36 0,648| 197 + 27 0,727
Triglyzeride mg/dl 141 + 81 140 + 84 0,903 137 + 69 0,911
LDL-Chol. mg/dl 126 + 31 130 + 34 0545| 118 + 24 0,332
HDL-Chol. mg/d 48 + 14 47 + 13 0,762 52 + 14 0,247
LDL/HDL Ratio 29 +11 30 +13 0,482 24 + 09 0,154
VLDL-Chol. mg/d 28 + 16 28 + 17 0,942 27 + 14 | 0,883
Apo A, mg/d 137 + 18 135 + 17 0592 | 141 +17 | 0232
Apo B mg/dl 94 +21 98 + 24 0,315 88 +19 | 0,276

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fiir Geschlecht die Haufigkeiten. P-Werte wurden mit x?
bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fur den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-Genotyp. Der
BMI ist bei Blutspendern nicht bekannt.

3.3.3 Zusammenhang von BMI und Alter bei UCP1 Genotyp

Aufgrund der Beobachtung, dal3 in der Adipositas-Gruppe G-Allel-Trager jinger sind
als Normaltypen, wurde gepruft, ob der UCP1 Polymorphismus bei jungen Adiptsen beson-
ders haufig auftritt. Die Gesamtstichprobe wurde aufgeteilt in jingere und tere Personen in
Anlehnung an den Median des Alters (48,6 Jahre). Die Allelfrequenzen waren mit 0,270 und
0,272 ahnlich in beiden Gruppen (P = 0,12). Anschlief3end wurden die Personen in Adiptse
und Schlanke aufgeteilt.
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Allelfrequenzen in BMI-Kategorien bei Patienten unter 48 Jahre

Bei morbid Adipdsen und bel Personen mit BMI 25-40 kg/m? unter 48 Jahre lag der
Anteill an Normaltypen bel 48,6 % und 45,0 %, wahrend bei Schlanken und Blutspendern
61,4 % bzw. 62,7 % beobachtet wurden (Tabelle 24). Dabei betrug die Allelfrequenz G bei
Ubergewichtigen 0,289 [Tabelle 24bzw. 0,308 und war damit deutlich héher als bei Schlan-
ken und Blutspendern mit 0,216 bzw. 0,201 ([Tabelle 24).

Tabelle 24 UCP1 Genotyp in vier BMI Kategorien bei jlingeren Personen.

AA | AG| GG | N AA% | AG% | GG % | Alld G
BMI = 40 kg/m? 120| 111| 16| 247 48,6 449 6,5 0,289
BMI 25 - 40 kg/m? 271 29 41 60 45,0 48,3 6,7 0,308
BMI < 25 kg/m?2 27 15 2| 44 61,4 34,1 45 0,216
Blutbank kg/m? 42| 23 2| 67 62,7 34,3 3,0 0,201
Chi-Quadrat = 7,27; Freiheitsgrade 6. P = 0,297
60% 0,6
50% - - 05
409% | - 04
30% - k/——*\\ 03
20% A - 0,2 m%AG
% GG
10% - - 0.1 |- Allelfrequenz G
M N B T Ee

BM > 40
n =247

25-40
n=60
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Abbildung 8 UCP1 Genotyp und BMI bei jingeren Personen.
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Tabelle 25 UCP-Genotyp in zwei Gewichtskategorien bei jingeren Patienten.

Beobachtet AA | AG |GG | N AA % AG % GG% | Alld G
BMI = 25 147| 140 20| 307 47,9 45,6 6,5 0,293
BMI < 25/Blutbank 69| 38 4| 111 62,2 34,2 3,6 0,207
Erwartet AA | AG |GG | N | (B-E)YE | (B-E)YE | (B-E)YE | Summe
BMI = 25 158 | 131 | 18 | 307 | 0,854 0,657 0,320 1,831
BMI <25Blutbank | 58 | 47 | 6 | 111 | 2,363 1,817 0,883 5,063
Summe 216 | 1/8 | 24 | 418 | 3,217 2,474 1,203 6,894

Chi-Quadrat = 6,894; Freiheitsgrade 2; P-Wert = 0,032.

Die Unterschiede der Vertellung der UCP1 Genotypen in den vier Kategorien waren
jedoch nicht statistisch signifikant (P = 0,297). Aufgrund der &nlichen Allelfrequenzen der
Ubergewichtigen mit BMI 25 — 40 kg/m? und der morbid Adipdsen wurden die beiden
Gruppen zusammengefaldt und einer Vergleichsgruppe bestehend aus Blutspendern und
Schlanken gegentibergestellt. Der Unterschied dieser beiden Gruppen mit P = 0,032 signifi-
kant (Tabelle 25), der besonders durch Unterschiede bei Frauen verursacht wurde (Frauen P
= 0,039; Manner P = 0,331). Der Vergleich der Allelfrequenzen (P = 0,013) und der Ver-
gleich Normaltypen gegen G-Allel-Tréger (P < 0,01) unterstreichen die Beobachtung, dal3
junge Ubergewichtige haufiger al's junge Normalgewichtige Trager des G-Allels sind.

Klinische Werte der Patienten unter 48 Jahre

Anhand der klinischen Daten der Patienten wurde der Einflu3 des Genotyps bei den
juingeren Patienten weiter untersucht. Insbesondere sollte geprift werden, ob in dieser Per-
sonengruppe signifikante Unterschiede des BMI bei den Trégern der drei Genotypen
vorhanden waren. Aus dem Gesamtkollektiv wurden wiederum alle Personen im Alter unter
48 Jahre berticksichtigt.
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Tabelle 26 Eigenschaften junger Patienten unter Berticksichtigung des Genotyps.

AA AG P GG P
Geschlechtw % 64 61 0,494 67 0,802
Diabetes % 15 15 0,814 21 0,495
Alter Jahre 37 + 7 37 + 7 0,243 36 + 8 0,479
BMI kg/m? 44 + 14 45 + 13 0,753 50 + 14 | 0,079
Gesamt-Chol. mg/dl | 222 + 65 | 225 + 63 | 0421 | 221 + 55 | 0,844
Triglyzeride mg/dl 193 + 181 | 206 + 140 | 0,012 | 200 + 194| 0,778
LDL-Chol. mg/dl| 140 + 54 146 + 55 0,148 | 134 + 33 | 0,947
HDL-Chol.  mg/dl 44 + 13 39 + 10 | 0002| 43 + 10 | 0,996
LDL/HDL Ratio 33 + 14 39 +18 |0013| 33 + 1,3 | 0,743
VLDL-Chol. mg/dl 30 + 15 34 + 15 |0003| 33 + 19 | 0472
Apo A; mg/dl 130 + 23 124 + 22 0,020 | 127 + 19 | 0,723
ApoB mg/dl 118 + 43 123 + 43 0,209 | 115 + 31 | 0,875

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fir Geschlecht und Diabetes die Haufigkeiten. P-Werte
wurden mit x? bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fiir den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-
Genotyp. Die statistisch signifikanten Unterschiede sind fett gedruckt.

Auch in dieser Untergruppe waren die GG- und AG-Genotypen mit 35,9 und 36,6 Jah-
ren junger als die AA-Genotypen mit 37,2 Jahren. Der mittlere BMI betrug bel AA-Genotyp
44,0, bei AG- und GG-Genotyp war er mit 44,6 bzw. 49,7 kg/m? etwas hoher. Diese Unter-
schiede waren jedoch nicht statistisch signifikant (P = 0,753, P = 0,079). Der Anteil an
Diabetikern war bel mit 21 % bei GG-Genotyp hoher als bei AA- und AG-Genotyp mit
jeweils 15 % (nicht signifikant). Die Werte sind in[Tabelle 26 aufgefiihrt.

Bel den Lipidwerten wurden aufféllige Unterschiede bel den Genotypen beobachtet.
Die Werte fur Triglyzeride, VLDL-Cholesterin und LDL/HDL-Ratio waren signifikant
hoher bei G-Allel-Trégern as bel AA-Genotyp, was im Vergleich von AA- und AG-
Genotyp statistisch signifikant war (P = 0,012, P = 0,003, P = 0,013). Die Werte fur HDL-
Cholesterin und Apoprotein A waren hoher bei Heterozygoten als bei Normaltypen (P =
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0,002, P = 0,020) und Homozygoten (nicht signifikant). Die Unterschiede in den klinischen
Parametern waren stérker durch die Werte der Frauen beeinflul®t, hier waren die oben ge-
nannten Werte gleichermal3en signifikant verschieden, bei den Méannern nur die VLDL-
Werte mit P = 0,021.

Allelfrequenzen nach BMI-Kategorien bei Patienten Giber 48 Jahre

Die entsprechenden Daten fir Personen Uber 48 Jahre zeigten einen entgegengesetzte
Vertellung der UCP1 Genotypen in den verschiedenen BMI-Kategorien. Hier waren Nor-
malgewichtige haufiger Trager des UCP1 Polymorphismus als Adipdse. Der Anteil der AA-
Genotypen betrug bei den Adipdsen mit einem BMI von 30 — 40 kg/m? bzw. BMI = 40
kg/m2 72 % bzw. 69 %, wahrend bei Ubergewichtigen (BMI 25 — 30 kg/m2 ) 45 %, bei
Normal gewichtigen 50 % und bei Blutspendern 53 % beobachtet wurden (Abbildung 9).

0,60 60%
0,50 | - 50%
0,40 - - 40%
0,30 1 AT . | [ 30%
0204 | | | | - 20%
0% AG

0,10 - . . - 10% mmo, GG

. —— Allelfrequenz G
0,00 - . 0% d

BMI>40 30-40 25-30 < 25kg/m? Blutbank
N =53 N=45 N=110 N=99 N=132

Abbildung 9 UCP Genotyp und BMI bei @lteren Personen.
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Die Allelfrequenz G betrug 0,170 bel Patienten mit morbider Adipositas und 0,189 bei
Patienten mit einem BMI zwischen 30 und 40 kg/m? (Tabelle 27). Fir Schlanke (BMI < 25
kg/m?) und Blutspender ergaben sich fir das Allel G mit 0,293 bzw. 0,288 deutlich héhere
Allelfrequenzen. In der Gruppe BMI 25-30 kg/m? trat mit 0,318 die hdchste Allelfrequenz
auf. Die Verteilung des UCP1 Genotyps war statistisch signifikant (P = 0,034). Insgesamt
ergab sich fur ale Adipose (BMI = 30) eine Allelfrequenz von 0,179; fir die Gbrigen Perso-
nen (BMI < 30 kg/m? und Blutspender) mit 0,299 eine deutlich niedrigere Allelfrequenz (P
= 0,0012, vergleiche[Tabelle 28). Diese Unterschiede waren bei Frauen stérker ausgepragt
mit P = 0,002 as bei Mannern mit P = 0,055 (nicht gezeigt). Der Vergleich Normaltyp
gegen G-Allel-Tréger (P < 0,001) unterstreicht, dal? bel dteren Personen Adipdse seltener
Tréger des G-Allels sind als die Ubrigen Personen.

Tabelle 27 UCP1 Genotyp in funf BM| Kategorien bei &lteren Personen.

AA | AG| GG | N AA% | AG% | GG% | Alled G
BMI = 40 kg/n?? 38| 12 3| 53 71,7 22,6 57| 0170
BMI 30-40 kg/m? 31 11 3| 45 68,9 24,4 6,7 0,189
BMI 25-30 kg/n?? 49| 52 9| 110 4451 47,3 82| 0318
BMI < 25 kg/n?? 50 40 9 99 50,5| 404 91 0,293
Blutspender 70| 48| 14| 132 530 364 10,6| 0,288

Chi-Quadrat = 16,64; Freiheitsgrade 8. P = 0,034

Tabelle 28 UCP-Genotyp in zwel Gewichtskategorien bei a@lteren Patienten.

Beobachtet AA |AG |GG | N | AA% | AG% | GG% | Alld G
BMI = 30 69| 23| 6| 98 70 24 6/ 0,179
BMI < 30/ Blutspender | 169| 140| 32| 341 50 41 9/ 0,299
Erwartet AA | AG | GG | N | (B-E)E | (B-E)?E | (B-E)2E | Summe
BMI = 30 53 | 36 | 9 | 98 474  492| 073 10,39
BMI < 30/Blutbank 185 | 127 | 29 | 341 136 142 021 29
Summe 238 | 163 | 38 | 439 610 634 094 1338

Chi-Quadrat = 13,38; Freiheitsgrade 2; P-Wert = 0,0012.
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Klinische Werte der Personen ab 48 Jahre

Die Patienten im Alter ab 48 Jahren mit Normaltyp unterschieden sich signifikant im
BMI von den gleichaltrigen G-Allel-Trégern. Die Heterozygoten und Homozygoten (BMI
28,5 + 8,6 kg/m?) waren schlanker als die Normaltypen (BMI 32,4 + 12,4 kg/m?) (P =
0,017). Dieses Ergebnis war durch den Uberhang von Normaltypen (N=36 gegeniiber 15 G-
Allel-Tragern) bei den morbid Adipdsen bedingt. Unter Ausschlul? des Adipositas Kollek-
tivs waren die BMI-Werte der dteren Personen vergleichbar in den drel Gruppen (AA: 27,0;
AG: 26,0; GG: 25,9 kg/m?) (p = 0,28). Bei den Ubrigen klinischen Werten wurde fir Perso-
nen im Alter von 48 Jahren oder dlter bei keiner der Untersuchungen signifikante

Unterschiede in Abhangigkeit von Genotyp beobachtet.

Zusammenfassung der Unter suchungen zum BM|

Die Verteilung des UCP1 Genotyps zeigt in den Gewichtskategorien Normalgewicht, U-

bergewicht, Adipositas und morbide Adipositas keine signifikanten Unterschiede. In der

Gruppe der morbid Adipbsen lassen sich keine Abhangigkeiten des BMI vom Genotyp nach-

weisen. Unter den Normalgewichtigen und maRig Ubergewichtigen (BMI < 30 kg/m?2) haben

die G-Allel-Trager im Vergleich zu Normaltypen einen héheren BMI (1 kg/m?). Die morbid

Adipdsen G-Allel-Tragern sind jiinger als die morbid adipésen Normaltypen. Junge Uberge-

wichtige (Alter < 48 Jahre, BMI > 25) sind signifikant haufiger G-Allel-Tréger as junge

Schlanke oder dtere Ubergewichtige.
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3.4 UCP1 Genotyp und Stoffwechselkrankheiten

Aufgrund der Besonderheit des Gesamtkollektivs mit einer Haufung von Patienten mit
Hypercholesterindmie, gemischter Lipoproteinamie und Diabetes mellitus konnte der Zusam-
menhang des UCP1 Genotyps mit diesen Stoffwechselkrankheiten ndher untersucht werden.

3.4.1 UCP1 Genotyp und Lipidstoffwechsel

Im Gesamtkollektiv waren Unterschiede bei den Lipidwerten in Abhangigkeit vom UCP1
Genotyp beobachtet worden. Um den Zusammenhang zu sichern, wurden die Lipidwerten fir
Manner und Frauen getrennt berechnet. Neun Personen wurden nicht berlicksichtigt, da das
Geschlecht nicht bekannt war. Die klinischen Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test

verglichen.

Bel Frauen wurde fur Normaltypen hoheres HDL-Cholesterin (46,6 mg/dl) und Apopro-
tein A (134 mg/dl) als firr Heterozygote (43,3 mg/dl und 129 mg/dl) festgestellt (Tabelle 29).
Diese Unterschiede waren signifikant mit P = 0,017 und P = 0,036. Die mittleren Werte fir
LDL-Cholesterin und Apoprotein B bei Normaltypen waren mit 132 mg/dl bzw. 112 mg/d|
niedriger als die der Heterozygoten mit 145 mg/dl bzw. 120 mg/dl, das Signifikanzniveau von
95 % wurde jedoch nicht erreicht. Entsprechend der vorher genannten Daten war das Verhéltnis
LDL zu HDL unterschiedlich in den beiden Gruppen mit 3,0 bei AA-Genotyp und 3,6 bei AG-
Genotyp (P = 0,010). Auch die mittleren Werte fur Triglyzeride und VLDL-Cholesterin waren
hoher bei Heterozygoten als bel Normaltypen, jedoch nicht statistisch signifikant. Insgesamt
wurde bei AG-Genotyp im Vergleich zu AA-Genotyp eine unginstigere Konstellation der
Lipidwerte beobachtet. Dagegen wurden bel GG-Genotyp sowohl im Vergleich mit AG-
Genotyp als auch im Vergleich mit AA-Genotyp insgesamt giinstigere Lipidwerte gefunden,
diese Unterschiede waren jedoch aufgrund der kleinen Fallzahlen des GG-Genotyps nicht
statistisch signifikant. Diese bei Frauen festgestellten Unterschiede waren auch bel Méannern
mit gleicher Tendenz vorhanden (Tabelle 30). Das statistische Signifikanzniveau wurde hier

alerdings nicht erreicht.
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Tabelle 29 Lipidwerte der 439 Frauen unter Bertcksichtigung des Genotyps.

AA(N=232) | AG(n=175)| P | GG(n=32) P
Gesamt-Chol. mg/dl | 218 + 73 222 + 70 0547 | 215 + 52 0,852
Triglyzeride  mg/dl | 181 + 163 | 172 + 112 | 0,861 | 161 + 113 | 0,573
LDL-Chal. mg/dl | 132 + 51 | 145 + 64 | 0,108 | 136 + 47 0,938
HDL-Chol. mg/dl | 46,6 + 13,7| 433 + 125 | 0,017 | 47,0 + 12,7 | 0,920
HDL/LDL Ratio| 30 + 13 | 36 + 1,8 |0010| 30 + 12 | 0,628
VLDL-Chal. mg/dl | 299 + 149| 30,3 + 14,0| 0,712 | 26,9 + 10,6 | 0,492
Apo A, mg/dl | 134 + 26 129 + 27 0,036 | 134 + 20 0,814
ApoB mg/dl 112 + 39 120 + 46 0,178 | 109 + 31 0,815

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fir Geschlecht und Diabetes die Haufigkeiten. P-Werte

wurden mit x2 bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fir den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-
Genotyp. Statistisch signifikante Unterschiede sind fett gedruckt.

Tabelle 30 Lipidwerte der 423 Manner unter Berlcksichtigung des Genotyps.

AA(N=227) | AG(n=168)| P | GG(n=28) | P
Gesamt-Chol. mg/dl | 226 + 68 | 220 + 68 | 0591|224 + 69 | 0,707
Triglyzeride  mo/dl | 236 + 242 | 272 + 436 | 0,132 | 285 + 425 | 0,947
LDL-Chol. mo/d | 142 + 58 | 146 + 55 | 0390|130 + 39 | 0,370
HDL-Chol.  mgdl | 391 + 133|379 + 12,6| 0,193 [410 + 152 | 0,614
HDL/LDL Ratio | 37 + 17|40 + 19|0147|35 + 21| 0121
VLDL-Chol. mg/d | 335 + 17,8366 + 17,8| 0061 |323 + 18 | 0,817
Apo Ay mod | 122 + 23 | 121 + 21 [ 0357|128 + 25 | 0,240
Apo B mod | 118 + 42 | 121 + 39 | 0309|107 + 35 | 0,191

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. P-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet
flr den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-Genotyp.
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Klinische Werteim Hypercholesterinamie Kollektiv

Der BMI, das Alter und der Anteil an Diabetikern war bei den Patienten mit Hypercho-
lesterindmie in den Genotyp-Gruppen vergleichbar. Es fanden sich auffalige Verteilungen fur
HDL-Cholesterin, die LDL/HDL-Ratio und fir Apoprotein A. Heterozygote Patienten zeigten
mit 42,6 mg/dl niedrigere HDL-Werte als Normaltypen mit 49,7 mg/dl (P = 0,21). Entspre-
chend war auch die LDL/HDL-Ratio unginstiger bel Normaltyp als bel Heterozygoten mit 4,9
bzw. 5,6. Eine dhnliche Konstellation wurde beim Vergleich der Apoprotein A Werte gefunden
(P = 0,09). Die Unterschiede zwischen Heterozygoten und Normaltypen fir HDL-Cholesterin
waren auch bel getrennter Untersuchung von Mannern und Frauen (P = 0,039, bzw. P = 0,031)
nachweisbar. Flir Homozygote ergaben sich keine relevanten Unterschiede, wobel sich jedoch
die Werte von Homozygoten (HDL = 51,4 mg/dl) von denen der Heterozygoten abhoben. Die

Werte sind in[Tabelle 31jaufgefiihrt.

Tabelle 31 Eigenschaften der 97 Patienten mit Hypercholesterinéamie.

AA (N=46) | AG(n=46) P GG (n=5) P
Geschlechtw % 37 48 0,291 60 0,316
Diabetes % 2 2 0,973 0 0,733
Alter Jahre | 44,3 + 13,2| 46,7 + 13, | 0,393 | 51,0 + 11,9 | 0,287
BMI kgym? | 256 + 54 | 253 + 33 | 0,715| 245 + 33 | 0634
Gesamt-Chol. mg/dl 302 + 85 306 + 94 0,822 | 299 + 55 0,949
Triglyzeride  mg/dl 141 + 85 173 + 111 | 0,123 | 124 + 47 0,660
LDL-Chol. mg/dl| 224 + 84 227 + 93 0,849 | 223 + 58 0,983
HDL-Chal. mg/dl | 49,7 + 153|426 + 138 | 0,021 | 51,4 + 14,7 | 0,813
HDL/LDL Ratio 49 + 26 56 + 23 [0005| 47 + 21 0,295
VLDL-Chol. mg/dl | 26,0 + 153|322 + 17,4 | 0,100 | 24,6 + 9,7 0,840
ApoA; mog/dl | 134 + 22 | 121 + 24, | 0,009 | 131 + 27 0,767
ApoB mg/dl 158 + 58 166 + 57, | 0,509 | 146 + 17 0,641

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fir Geschlecht und Diabetes die Haufigkeiten. P-Werte
wurden mit x2 bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fir den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-
Genotyp. Statistisch signifikante Unterschiede sind fett gedruckt.
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Klinische Werteim HLP Kollektiv

Im HLP Kollektiv war der mittlere BMI bel Homozygoten mit 28,5 kg/m? héher als bei
Heterozygoten und Normaltypen mit 27,7 bzw. 27,6 kg/m? ([Tabelle 32). Diese Unterschiede
waren jedoch nicht signifikant. Der Anteil an Diabetikern war bei AG- und GG-Genotyp mit 36
% bzw. 25 % hoher als bei AA-Genotyp mit 20 % (nicht signifikant). Fir Heterozygote wurden
mit 58,1 mg/dl héhere VLDL-Cholesterinwerte als fur Wildtypen 49,5 mg/dl ermittelt (P =
0,013). Auch die nach Geschlecht getrennter Analyse ergab ahnliche Werte (P = 0,088, P =
0,118). Fir GG-Genotyp (N = 5) waren keine VLDL-Cholesterinwerte bekannt. Die HDL-
Cholesterinwerte waren bei AA-Genotyp héher as bel AG oder GG-Genotyp mit Werten von
34,4 mg/dl gegeniiber 31,0 bzw. 26,2 mg/dl (P= 0,177, P=0,101).

Tabelle 32 Eigenschaften der 97 Patienten mit gemischter Lipoproteinamie unter

Bertcksichtigung des Genotyps.

AA (n=52) | AG(n=239) P GG (n=6) P

Geschlechtw % 26 16 0,275 20 0,769
Diabetes % 20 36 0,093 25 0,795
Alter Jahre | 455 + 114|493 + 120| 0,193 | 51,6 + 115 | 0,254
BMI kg/m? | 27,7 + 46 | 276 + 28 | 0667 | 285 + 31 | 0,400
Gesamt-Chol. mg/dl 203 + 113 | 280 + 98 0,686 | 323 + 94 0,245
Triglyzeride  mg/dl 526 + 409 | 569 + 844 | 0,867 | 933 + 759 | 0,124
LDL-Chol. mg/dl| 179 + 74 170 + 59 0,725

HDL-Chol. mg/dl 34 + 13 31 + 9 0177 | 26 + 5 0,101
HDL/LDL Ratio 45 + 1,7 56 + 24 | 0,144

VLDL-Chol. mg/dl 47 + 14 58 + 16 0,013

Apo A; mg/dl 117 + 27 | 122 + 41 | 0874 | 122 + 13 0,620
ApoB mg/dl 160 + 55 157 + 55 0,863 | 161 + 37 0,861

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fir Geschlecht und Diabetes die Haufigkeiten. Werte wurden
mit x* bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fiir den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-Genotyp. Bei

GG-Genotyp waren keine LDL - und HDL - Cholesterinwerte verfligbar. Signifikante Werte sind fett gedruckt.
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3.4.2 UCP1 Genotyp und Diabetes mellitus Typ 2

Fur die Untersuchung einer moglichen Assoziation des UCPL Polymorphismus mit Diabe-
tes mellitus Typ 2 wurde das Gesamtkollektiv gemal3 des Diabetes mellitus Status aufgeteilt.
Zusétzlich zum Diabetes-Kollektiv wurden 108 Diabetiker der anderen Kollektive berticksich-
tigt. 17 Personen wurden aufgrund fehlender Angabe zum Diabetes mellitus Status nicht

zugeordnet.

Die Genotyphaufigkeit von Diabetikern und Nicht-Diabetikern wurde verglichen (Tabelle |
33). Bei der Untersuchung der Allelfrequenzen in den sechs Kollektiven war aufgefallen, dafi?
die Patienten aus dem Diabetes-Kollektiv mit 0,244 die niedrigste Allelfrequenz hatten. Im
Gesamtkollektiv hingegen betrug die Allelfrequenz fur das Allel G 0,276 bei Diabetikern und
0,268 bei Nicht-Diabetikern. Dieser Trend war bel Frauen mit Allelfrequenzen von 0,288 bzw.
0,269 ausgepragter als bei Mannern mit 0,272 bzw. 0,265. Die Unterschiede der Verteillung
waren weder im Gesamtkollektiv (P = 0,59) noch nach Geschlecht getrennt (P = 0,44 bzw. P =
0,32) statistisch signifikant (nicht gezeigt). Die klinischen Werte der Diabetiker wurden in
Abhangigkeit vom Genotyp untersucht. Beim Vergleich der Eigenschaften von AA-Tragern
und AG/GG-Tragern in der Gruppe der Diabetiker wurden keine signifikanten Unterschiede

beobachtet ([Tabelle 34).

Tabelle 33 Verteilung des UCP-Genotyps bei Diabetikern und Nicht-Diabetikern.

AA | AG | GG | Summe|  AA (%) | AG (%) | GG (%) | Alld G

Diabetiker 101, 79| 14 194 52,1 40,7 72| 0,276
Nicht-Diabetiker | 356 263| 47 666 53,5 39,5 70| 0,268
Summe 457| 342| 61 860 53,0 40,0 70| 0,270

Chi-Quadrat = 0,117; Freiheitsgrade 2; P-Wert = 0,943.
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Tabelle 34 Eigenschaften der 194 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 unter Be-
ricksichtigung des Genotyps.

AA(N=101)| AG(n=79) | P | GG (n=14) P

Geschlechtw % 53 a7 0,410 71 0,196
Alter Jahre 57 + 15 5 + 15 | 0891 | 57 + 13 0,944
BMI kg/m? | 358 + 124|353 + 11,8 | 0,851 | 37,2 + 135 | 0,638
Gesamt-Chol. mg/dl | 202 + 55 | 215 + 68 | 0,284 | 207 + 41 0,866
Triglyzeride  mg/dl 271 + 279 | 353 + 611 | 0,172 | 233 + 167 | 0,514
LDL-Chal. mg/dl 115 + 36 | 123 + 34 | 0338 | 125 + 30 0,347
HDL-Choal. mg/d | 36,1 + 121|355 + 115 0,497 | 38,2 + 105 | 0,519

VLDL-Chol. mgd | 381 + 17,7| 40,7 + 16,4 | 0,324 | 36,1 + 22,0 | 0,390
Apo A; mg/dl 128 + 31 122 + 23 | 0432 | 122 + 19 0,728
Apo B mg/dl 112 + 33 121 + 35 | 0,215| 110 + 28 0,872

I+

I+

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, fir das Geschlecht die Haufigkeit. P-Werte wurden mit x2
bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet fir den Vergleich von AG- bzw. GG-Genotyp und AA-Genotyp.

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Die Verteilung der UCP1 Genotypen im Gesamtkollektiv ist in Ubereinstimmung mit
dem Hardy-Weinberg-Gesetz und ist unabhangig vom Geschlecht.

2. Der Vergleich der Haufigkeiten der UCP1 Genotypen in sechs Kollektiven, darunter
Patienten mit morbider Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, Dydipiddmien und Kon-

trollgruppe (Blutspender) erbrachte keine signifikanten Unterschiede.

3. Im Gesamtkollektiv wurden keine Unterschiede im BMI in Abhangigkeit vom UCP1
Genotyp nachgewiesen. Die detaillierte Untersuchung des Zusammenhangs von UCP1

und Adipositas zeigte:
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Unter den Normalgewichtigen und maRig Ubergewichtigen (BM1<30 kg/m?) haben
G-Allel-Trager im Vergleich zu Normaltypen einen hoheren BMI (1 kg/m?).

Im Adipositas Kollektiv lassen sich hingegen keine signifikanten Unterschiede im
BMI in Abhangigkeit vom Genotyp nachweisen.

Im Adipositas Kollektiv sind G-Allel-Tragern junger al's Normaltypen.

Junge Ubergewichtige (Alter < 48 Jahre, BMI > 30) sind haufiger G-Allel-Trager als
altere Ubergewichtige.

4. Heterozygote weisen im Vergleich zu Normaltypen unguinstigere Lipidwerte auf.

Die Unterschiede (niedrigeres HDL und Apoprotein A, hoherer LDL/HDL-Ratio)
sind auch bel getrennter Betrachtung von Mannern und Frauen nachzuwei sen.

Auch im Adipositas Kollektiv (niedrigeres HDL) und in der Gruppe der Schlanken
(hdheres VLDL und LDL/HDL-Ratio) haben Heterozygote unglnstigere Lipidwerte
als Normaltypen.

Die Analyse der klinischen Daten der HLP und Hypercholesterindmie Kollektive be-
stétigt, dal3 G-Allel-Trager im Vergleich zu Normaltypen ungunstigere Lipidwerte
(h6heresHDL, Apoprotein A, niedrigeres VLDL) aufwelisen.

5. Es wurde kein Zusammenhang zwischen UCP1 Genotyp und Diabetes mellitus Typ 2

nachgewiesen.
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Die vorliegende Studie mit einer Fallzahl von N = 887 liefert die Haufigkeiten der Ge-
notypen und die Allelfrequenzen des AG- Polymorphismus in der Promotorregion des UCP1
Gens fur die deutsche Bevolkerung. Das besondere an dem untersuchten Patientenkollektiv
ist der grofRe Anteil (34 %) an morbid Adiposen sowie die Haufung von Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 und Fettstoffwechsel stérungen.

4.1 Allefrequenzen

Die Verteilung der UCP1 Genotypen in dem untersuchten Studienkollektiv war in U-
bereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz und unabhéngig vom Geschlecht. Im
Gesamtkollektiv betrug die Allelfrequenz 0,27 fur das Allel G und 0,73 fir das Allel A. Die
ermittelten Allelfrequenzen werden den Daten aus verdffentlichten Studien gegeniiberge-
stellt. Die zeigt die verfiigbaren Angaben fiir adipése Personen (oben) und fir
Personen aus der normalen Population (unten). Die Reihenfolge entspricht der Hohe der
Allelfrequenzen. Bei der Betrachtung der Fallzahlen wird deutlich, dal3 zum Zeitpunkt der
Durchfuhrung der Versuche nur wenig Daten aus ahnlich grof3en Untersuchungen und keine
Daten fir die deutsche Bevolkerung vorlagen. Die im September 1999 vertffentliche Studie
von Schéffler et al. weist mit einer Fallzahl von 1020 ein grof3eres Studienkollektiv auf als
die vorliegende mit 887 Personen, jedoch ohne ein Kollektiv von morbid adiptsen Patien-

ten.

Die im Gesamtkollektiv ermittelte Allelfrequenz von 0,27 fur das Allel G im UCP1
Gen ist vergleichbar mit den Daten von anderen Untersuchungen der Kaukasischen Bevdl-
kerung. Die vertffentlichten européischen und kanadischen Studien nennen Allelfrequenzen
zwischen 0,25 und 0,28, nur zwei finnische und eine franzosische Untersuchung, allerdings
mit kleinen Fallzahlen (N = 112, N = 91, N = 77), zeigen mit 0,19 besonders niedrige Al-
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lelfrequenzen fur das Allel G (Fogelholm et al., 1998; Valve et al., 1998; Clement et al.,
1996). Im Gegensatz dazu wurde einer japanischen Studie mit 0,51 eine auffdlig hohe
Allelfrequenz fur das Allel G vorgefunden (Hayakawa et al., 1999). Der A->G Poly-
morphismus scheint in der japanischen Population insgesamt haufiger vorzukommen als in
der Européischen. Diese Besonderheit ist auch von dem Trp64Arg Polymorphismus im B3-

Adrenorezeptor Gen bekannt (Fujisawa et al., 1998).

Tabelle 35 Allelfrequenzen bei Adip6sen (oben) und in der Bevdlkerung (unten).

Studie N [AOQ [AO /fj [f/fj f[G] | Population |  Kollektiv
Fogelholm (1998)* 77| 63,6| 338 26| 0,19|Finnland*** BMI = 29
Gagnon (1998) 675| 57,01 36,3| 6,7 0,25|Schweden BMI =29
Valve (1998)* 170 52,9| 42,4| 4,7| 0,26|Finnland BMI > 30
Clement (1996)* 238| 54,8| 37,8| 7,4| 0,27|Frankreich BMI = 40
Fumeron (1996)* 163| 57,1 32,5| 10,4| 0,27 |Frankreich BMI = 27
Diese Studie 304| 51,6| 41,4| 6,9| 0,28|Deutschland | morb. Adipos.
Esterbauer (1998) 144| 486| 458| 56| 0,28|Osterreich morb. Adipos.
Kogure (1998) 113| 31,9| 451| 23,0| 0,46|Japan*** BMI > 25
Valve (1998)* 112| 63,4 35,7 09| 0,19|Finnland Population
Clement (1996)* 91| na| na| na| 0,19|Frankreich Schlanke
Gagnon (1998) 310| 59,5| 33,1| 74| 0,24|Schweden BMI <27
Urhammer (1997) 379| 56,2| 36,9| 6,9| 0,25|Déanemark Population
Schéffler (1999) 1020 57,0 354| 7,6| 0,25|Deutschland Population
Diese Studie, Blutbank | 199| 56,3| 35,7| 8,0| 0,26|Deutschland Population
Oppert (1994) 123| 46,6| 439| 6,5| 0,28|Kanada Population
Hayakawa (1999)* 246| 26,2| 49,5 24,3| 0,51|Japan** Population
Diese Studie 887| 53,0| 39,8| 7,2| 0,27 |Deutschland | Gesamtkollektiv

f [G] = Allelfrequenz des Allels G n.a. = nicht angegeben
* B3 AR Polymorphismus untersucht. ** nur Ménner *** nur Frauen
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Neben der Herkunft des Studienkollektivs ist die Art der Rekrutierung innerhalb der
Bevolkerung von besonderem Interesse fir die Interpretation der Allelfrequenzen. Bei den
genannten Studienkollektiven handelt es sich einerseits um selektierte Personen mit Uber-
gewicht oder morbider Adipositas, andererseits um schlanke oder zufdllig, d.h. ohne

Berticksichtigung des BMI, ausgewéahlte Personen aus der normalen Bevdlkerung.

Die in den Studien ermittelten Allelfrequenzen von Schlanken und Adipdsen liegen in
einem ahnlichen Bereich. Als Tendenz kann zwar festgestellt werden, dal3 unter den europé-
ischen Untersuchungen die Studien mit adiptsen Patienten eher hohere Allelfrequenzen
(Osterreich 0,28, Frankreich 0,27, Finnland 0,27) aufweisen as die Populationsstudien
(Danemark 0,25, Deutschland 0,25). Auch in der vorliegenden Untersuchung waren die
Allelfrequenzen bei morbid Adiposen mit 0,28 etwas hoher als bei Schlanken bzw. Blut-

spendern mit 0,26, ohne dal3 das statistische Signifikanzniveau erreicht wurde.

Diese Ergebnisse fuhren zu der Auffassung, dal3 der A—->G Polymorphismus im UCP1
Gen kein dleiniger Risikofaktor fur die Entstehung der Adipositas sein kann. Das Vorkom-
men weiterer Polymorphismen im Gen des UCP1 wurde in einer deutschen Studie (Hamann
et al., 1998) untersucht. In einem Studienkollektiv von 293 adipdsen Kindern und Jugendli-
chen wurden vier seltene Mutationen gefunden mit Allelfrequenzen bis zu 0,12. Eine dieser
Mutationen wurde haufiger bei adiposen (0,08) als bei schlanken (0,04) Personen gefunden.
Fur die Entstehung der Adipositas scheinen aber die anderen Polymorphismen im Gen des
UCP1 aufgrund ihrer Seltenheit von eher geringer Bedeutung zu sein.

4.2 Assoziationen mit dem BM

Fur die verfligbaren Studien sind die BMI-Werte der drei Genotypen sowie eine Zusammen-
fassung der Ergebnisse in dargestellt. Das seltenere Alld G des UCP1
Polymorphismus wurde mit einer gréf3eren Zunahme an Fettmasse (Oppert et al., 1994) und
mit einer grofderen Gewichtszunahme nach dem 20. Lebengahr in Zusammenhang gebracht
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(Clement et al., 1996). Zwei Studien befaldten sich mit dem Gewichtsverhalten in Verbin-
dung mit einer Kalorien reduzierten Kost. Hier wurde ein schlechteres Ansprechen auf die
Did (Fumeron et al., 1996) und eine schnellere Gewichtszunahme nach Beendigung der
Diét beobachtet (Fogelholm et al., 1998). Der Einflul3 des UCP1-Genotyps auf den Ruhe-
umsatz wurde mit einem reduzierten Kalorienverbrauch von 80 kcal./Tag angegeben (Valve
et al., 1998). Schliefdlich wurde in der japanischen Bevolkerung eine direkte Assoziation von
A->G Polymorphismus und BMI festgestellt (Hayakawa et al., 1999).

Tabelle 36  Assoziationen des UCP1 Genotyps mit dem BMI oder verwandten
Eigenschaften.

) BMI BMI BMI " )
Studie Jahr N AA AG GG Assoziation mit dem Alld G

Oppert 1994 | 123 25,6 25,0| 26,8|Grofere Zunahme an Fettmasse
im Zeitraum von 12 Jahren

Clement* 1996 | 238 447 455| 45,5| GrolRRere Gewichtszunahme nach
48kg| 56kg| 56 kg|dem 20. Lebengahr

Fumeron 1996 | 163 34,6 33,3| 34,0| Geringere Gewichtsabnahme
7,3kg| 5,7kg| 4,6 kg|durch Diét

Fogelholm* | 1998 | 85 34,3 33,6| 33,6|Schnellere Gewichtszunahmeim
0,1kg| 0,6kg| 0,6 kg|Anschluf3 an eine Gewichtsreduk-
tion mit Hilfevon VLDC**

Valve 1998 | 170 34,6 34,9| 34,9|Grundumsatz um 80 kcal. / Tag
reduziert

Esterbauer 1997 | 144 43,0 42,1| 47,2|Reduzierte intraperitoneale UCP1
mRNA Menge

Hayakawa 1999 | 246 23,0 24,2 23,6 |Grolerer BMI

Urhammer | 1997 | 379 23,2 23,1 22,2|Keine
Gagnon 1998 | 985 Keine
Schéffler 1999 | 1020 | 255 255| 25,6|Kene

* Hier wurden keine separate Angaben zu AG und GG Genotyp angegeben.
** VVLDC = Very low caorie diet
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Es gab jedoch auch Arbeitsgruppen, die keinerlei Assoziation mit dem UCP1 Genotyp
feststellen konnten (Tabelle 3§). Hier ist die Studie mit gesunden jungen Danen (Urhammer
er al., 1997), eine schwedische Fall-Kontroll-Studie (Gagnon et al., 1998) und eine grof3e
Untersuchung der deutschen Bevdlkerung (Schaffler et al., 1999) zu nennen. Die déanischen
und die deutschen Untersuchungskollektive hatten allerdings keinen grof3en Anteil an Adi-
posen. In der schwedischen Studie mit 674 Adipdsen und 311 Normalgewichtigen, wurde
neben dem aktuellen BMI auch die Gewichtszunahme seit dem 20. Lebengjahr berticksich-
tigt. Hier wurde, im Gegensatz zu den Ergebnissen von Oppert et al. (1994) und Clement et
al. (1996), kein Einfluf’ des UCP1 Genotyps festgestellt.

In der vorliegenden Studie wurde bel der Untersuchung aler schlanken und maiig U-
bergewichtigen Personen (BMI < 30 kg/m?, n = 289) eine Assoziation zwischen UCP1
Genotyp und BMI festgestellt. In diesem Kollektiv waren die Normaltypen mit einem BMI-
Median von 24,2 kg/m? etwas schlanker als die G-Allel-Trager mit 25,5 kg/m? (P = 0,04)
(Abbildung 10). In der japanischen Studie wurden Unterschiede in dhnlicher GréRenordnung
zwischen den Genotypen gefunden (Hayakawa et al., 1999). Hier hatten die Normaltypen
einen mittleren BMI von 23,0 kg/m?, wahrend fir AG- und GG-Genotyp 24,2 bzw. 23,6
kg/m? festgestellt wurden.

30
B
T By T 285 [l
= 24,8
= 24,2 |
S 24 foeeeeef B el b
0
BMI [ka/m?]
7. S I 75%
25%
B Median
20
AA AG GG
n =142 n=127 n=20

Abbildung 10 UCP1 Genotyp und BMI von normalgewichtigen Personen (n=289).
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Diese Befunde sprechen dafur, dal3 der UCP1 Polymorphismus einen, wenn auch ge-
ringen, Einfluld auf den BMI haben konnte. Bel einer Person mit einer Gréf3e von 1,70m
wrde es sich um einen Unterschied von drei kg Koérpergewicht handeln. Ein solcher Unter-
schied wirde sich bei den morbid Adiptsen mit einer Spanne von 82 bis 262 kg

K orpergewicht kaum statistisch nachwel sen lassen.

Im Gesamtkollektiv und bei der Analyse aller Adipésen (BMI = 30 kg/m?) und aller
Diabetiker wurde kein Zusammenhang zwischen dem A->G Polymorphismus und dem BMI
festgestellt. Von den Patienten mit morbider Adipositas hatten die Homozygoten einen
hoheren BMI al's Heterzozygoten und die Normaltypen (Abbildung 11), ohne daf? das statis-
tische Signifikanzniveau erreicht wurde (p = 0,37). Im Adipositas Kollektiv ergab sich
alerdings eine auffélige Altersverteilung (P = 0,01). Die morbid adiposen G-Allel-Trager
waren im Durchschnitt jiinger als morbid adipése Normaltypen (Abbildung 11). Diese Beo-
bachtung kann derartig interpretiert werden, dald bei G-Allel-Tragern die Indikation zur
chirurgischen Adipositas-Intervention bereits in jlingeren Lebensalter gestellt wird aufgrund
eines schneller progredienten Krankheitshildes. Bei Schlanken und Blutspender traten keine

signifikanten Altersunterschiede in Abhangigkeit vom UCP-Genotyp auf (P = 0,21).
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Abbildung 11 BMI und Alter der morbid Adipdsen in Abhangigkeit vom UCP1
Genotyp.
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Die detaillierte Betrachtung der Faktoren Alter, BMI und UCP1 Genotyp zeigte, dal3
unter Aufteilung der morbid Adipdsen in vier Altersgruppen die jungsten (Alter unter 30
Jahre) die hochste Allelfrequenz fur das Allel G hatten. In den Gruppen hoheren Alters
wurde eine stetige Abnahme der Allelfrequenz beobachtet (Abbildung 19). Ein gleichartiges
Ergebnis zeigt sich auch bel Berlicksichtigung aller Patienten mit einem BMI > 30 kg/m?. Es
ist auch unabhangig von den Faktoren Geschlecht und Diabetes mellitus Typ 2.

Diese Befunde kénnen mit den Ergebnissen von Oppert et al. (1994) und Clement et
al. (1996) in Beziehung gesetzt werden. In diesen Untersuchungen wurde ein Zusammen-
hang zwischen dem UCP1 Genotyp und der in einem Zeitraum von 12 Jahren aufgetretenen
Zunahme an Korperfettmasse und Korpergewicht festgestellt. So ist es vorstellbar, dai3
Patienten, die schneller an Gewicht und Fettmasse zunehmen, entsprechend friiher als Pati-
enten fUr eine chirurgische Intervention zur Behandlung der Adipositas in Frage kommen als
andere Patienten. Da nur der aktuelle BMI bekannt ist, nicht jedoch Angaben zu der Ge-
wichtszunahme in einem bestimmten Zeitraum, kann diese Hypothese nicht genauer

untersucht werden.

60% 0,60
50% - 0,50
40% - - 0,40

A AG

30% | T L 0,30 EEGG
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20% - 0,20
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10% A - 0,10
0% - . 0,00

<30 Jahre 30-40 Jahre 40-50 Jahre > 50 Jahre
n==63 n=128 n=77 n=236

Abbildung 12 UCP1 Genotyp bei morbid Adiposen verschiedener Altersstufen.
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Eine gezielte Untersuchung der jlingeren Personen wurde durchgeftihrt nach Auftei-
lung des Gesamtkollektivs in zwei Gruppen anhand des Median des Alters, der bei 48 Jahren
lag. Es zeigte sich, dai in der Teilgruppe der jiingeren Personen die Ubergewichtigen (BMI
> 25 kg/m? ) haufiger Trager des G-Allels waren als die Schlanken und Blutspender dieser
Altersgruppe (P = 0,01). Die Allelfrequenzen fur das Allel G betrugen 0,293 bzw. 0,201.
Angesichts der Haufung von jungen G-Allel-Tragern im Adipositas-Kollektiv war es nicht
Uberraschend, dal? die Allelfrequenz bei jingeren Personen mit BMI > 25 kg/m? (ber dem
Durchschnitt lag. Unerwartet war allerdings die besonders niedrige Allelfrequenz in der
Vergleichsgruppe der Schlanken und Blutspender. Dabei muf3 berlicksichtigt werden, dal3
aus dem Gesamtkollektiv nur 111 Personen den Kriterien unter 48 Jahre und BMI < 25

kg/m? entsprachen, so daf3 es sich mdglicherweise um einen Ausreil3er handelt.

Auch andere Arbeitsgruppen hatten in einigen Féllen so niedrige Allelfrequenzen zu
verzeichnen. Clement et al. (1996) fanden in ihrer Kontrollgruppe, einem Kollektiv von 91
schlanken Franzosen (Alter 56 + 14, BMI < 27 kg/m? ), eine Frequenz 0,19, genauso wie
Vave et al. in der Kontrollgruppe von 112 gesunden Finnen. Allerdings hatte auch Fogel-
holm et al. (1998), mit einer Untersuchung von 91 Ubergewichtigen (BMI 29 - 46 kg/m?)
Frauen im Alter von 29 bis 46 Jahren eine Allelfrequenz von 0,19. Es wurde versucht, aus
der Literatur Vergleichszahlen fir junge schlanke Personen zu ermitteln. Die Untersuchung
von Urhammer et al. (1997) bezieht sich auf 380 gesunde Danen im Alter von 18 bis 32
Jahren. Der BMI wurde hier as Median (23 kg/m?) mit Quartilsabstand (5 kg/m?) angege-
ben. Die Allelfrequenz war mit 0,25 hoéher as die in der vorliegenden Untersuchung
ermittelte Frequenz von 0,20. Nichtsdestotrotz wirde sich auch aus dem Vergleich der

jungen Adipdsen mit den danischen Zahlen ein signifikanter Unterschied ergeben.
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4.3 Assoziationen mit Stoffwechselkrankheiten

UCP1 und Lipidwerte

Bel Untersuchung der Lipidwerte im Gesamtkollektiv war aufgefallen, dal3 G-Allel-
Trager niedrigere HDL-Werte hatten a's Normaltypen. Bel den separaten Untersuchung der
einzelnen Kollektiven konnte dieses bei Patienten mit morbider Adipositas und bel Patienten
mit Hypercholesterinamie und Hyperlipoproteindamie (nur Frauen) als signifikant bestétigt
werden. Bel Patienten mit Hyperlipoproteindmie waren zudem die VLDL-Werte bel G-
Allel-Tragern hoher als bel Normaltypen. Bel Diabetikern, Blutspendern und stationéaren
Patienten wurden keine statistischen Unterschiede der Lipidwerte in Abhangigkeit vom
UCP1 Genotypen festgestellt. Allerdings waren die HDL-Werte der Normaltypen in keinem
Kollektiv niedriger als die der Heterozygoten.

Aulderdem wurde festgestellt, dal3 jingere Patienten mit einem Alter bis 48 Jahre signi-
fikante Unterschiede in den Lipidwerten zeigten, wohingegen bel den &lteren dieser Effekt
nicht vorhanden war. Bel den jlngeren Patienten waren HDL und Apoprotein A niedriger
bei AG und GG-Genotyp als bel Normaltyp. Zusétzlich waren die Triglyzeride, VLDL und
die HDL/LDL Ratio erhéht. Angesichts der Altersverteilung in den Kollektiven ist dieses
Ergebnis nicht Uberraschend, da die oben genannten Kollektive, die starke Aufféligkeiten

zeigten, insgesamt jUingere Patienten beinhalten als die anderen Kollektive.

Uberraschend war, dai3 die Lipidwerte der Patienten mit GG-Genotyp héufig giinstiger
als die der AG-Genotypen und zum Tell auch gunstiger als die der Normaltypen waren. Im
Sinne eines Gen-Dosis-Effektes wére das Gegentell zu erwarten. Diese Beobachtung kann
als Argument gegen das Bestehen eines Zusammenhangs von UCP1 Polymorphismus und
Lipidwerten ausgel egt werden.

Da der Einfluf3 des UCP1 Genotyps in jingeren Jahren von groferer Bedeutung zu sein
scheint as in héherem Lebensalter, ist es vorstellbar, dald aus diesem Grund nur die Perso-

nen unter 48 Jahre verschiedenartige Lipidwerte hatten. Andererseits konnte durch eine
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bestehende Storung des Stoffwechsels bel Patienten mit morbider Adipositas oder Dyslipi-
damien der Einflul3 des UCP1 Polymorphismus verstarkt werden. Aus den vorliegenden
Daten kann nicht entschieden werden, welcher Faktor den Zusammenhang von UCP1 Geno-
typ und Lipidwerten verursacht. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dal3 es sich um

eine zufdllige Abweichung handelt.

In der Literatur werden in Bezug auf die Lipidwerte unterschiedliche Ergebnisse be-
schrieben. In den Studien von Oppert et al. (1994), Fumeron et al. (1996), Valve et al.
(1998), Fogelholm et al. (1996) und Kogure et al. (1998) sind keine Lipidwerte angegeben.
Clement et al. (1996), Urhammer et al. (1997) und Schéffler et al. (1999) stellten in ihren
Untersuchungskollektiven keine Unterschiede der Lipidwerte fir die drei Genotypen fest.
Bel Esterbauer et al. (1998) und Hayakawa et al. (1999) wurden statistisch signifikante
Unterschiede fur HDL-Werte beschrieben, die mit den in der vorliegenden Untersuchung
gefundenen Ubereinstimmen. Insbesondere die Studie von Esterbauer et al. (1998) mit
morbid adiposen Osterreichern unterstiitzt aufgrund des vergleichbaren Untersuchungskol-

lektives die in der vorliegenden Studie gefundenen Ergebnisse.

UCP1 und Diabetes mellitus Typ 2

In der Literatur werden zu dieser Thematik unterschiedliche Befunde geschildert. So
wurde von Clement et al. (1996) festgestellt, dal3 in dem Kollektiv von morbid Adipdsen
signifikant weniger G-Allel-Trager unter Diabetes mellitus Typ 2 litten as die Normaltypen.
Es konnte sich demnach um einen protektiven Einflul3 handeln. Andererseits wird dem
UCP1 Polymorphismus ein additiver Effekt mit dem 3-Adrenorezeptor zugeschrieben.
Dieser wiederum war in einigen Untersuchungen mit Diabetes mellitus Typ 2, insbesondere
mit dem Auftreten in jingeren Jahren, assoziiert. Daher kdnnte der UCP1 Polymorphismus
auch als potentieller Risikofaktor betrachtet werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurde im Diabetes Kollektiv mit 0,244 die niedrigste
Allelfrequenz von den sechs Kollektiven festgestellt. Unter Berlicksichtigung aler Diabeti-



4 Diskussion 78

ker ergab sich alerdings eine dhnliche Allelfrequenz wie bei Nicht-Diabetikern, d.h. dal3 die
Diabetiker, die eine morbide Adipositas oder Dyslipidamien hatten, haufiger G-Allel-Trager
waren as die Patienten des Diabetiker-Kollektivs. Diese Unterschiede waren jedoch nicht
statistisch signifikant. Im Gesamtkollektiv war die Allelfrequenz fur das Allel G bei Diabe-
tikern und Nicht-Diabetikern nahezu identisch. Das Alter war nicht verschieden bei G-Allel-
Trégern und Normaltypen. Auch der BMI und die Lipidwerte der Diabetiker unterschieden
sich in keinerlei Hinsicht in Abhangigkeit vom UCP1 Genotyp. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dal3 in dem untersuchten Kollektiv kein Einflul? des UCP1 Genotyps auf
die Entstehung oder den Verlauf des Diabetes mellitus Typ 2 zu erkennen ist.

4.4 Ausblick

Bel Vorliegen einer positiven Familienanamnese fir Adipositas mit Ausprégung in
jungen Jahren scheint das Risiko fir morbide Adipositas grofder zu sein als bei Adipositas
mit Auspragung in hoherem Lebensalter (Pérusse et al., 1998). In der vorliegenden Studie
zeigte sich nur bei den jiingeren Personen ein Uberwiegen des A=>G Polymorphismus bei
morbid Adipdsen im Vergleich zu Schlanken und Blutspendern. Die Tatsache, dal3 die Mas-
se des braunen Fettgewebes und die Stimulierbarkeit der Thermogenese mit zunehmendem
Alter abnimmt, unterstiitzt die besondere Bedeutung des Alters fur die Funktion des UCPL.
In einer nachfolgenden Untersuchung koénnte durch Auswahl eines jungen Patientenguts

diese Vermutung naher untersucht werden.

In einigen Untersuchungen wurde das Zusammenspiel des UCPL Polymorphismus mit
einem Polymorphismus im [33-Adrenorezeptor-Gen gepruft. Clement et al. (1996), Valve et
al. (1998) und Fogelholm et al. (1998) postulierten einen additiven Einflul? des A->G Poly-
morphismus im UCP1 Gen und des Trp64Arg-Polymorphismus im B3-Adrenorezeptor-Gen,
wahrend Fumeron et al. (1996) und Hayakawa et al. (1999) dieses nicht bestatigen konnten.
Moglicherweise |al% sich unter Bertcksichtigung des Genotyps des Trp64Arg-
Polymorphismus der EinfluR des UCP1-Polymorphismus noch genauer abschétzen. Ahnli-

ches sollte fur Polymorphismen in weiteren Genen wie UCP2 und UCP3 oder [3-
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Adrenorezeptor gelten. Da die Adipositas ein polygenes Merkmal ist, sollte unter Einbezie-
hung mdglichst vieler beteiligter Gene die stérkste Aussage in Bezug auf Risikopotential.,
Praventionsstrategien und individuell abgestimmte Therapiemal3nahmen gelingen.

Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang auch die Studie von Esterbauer et al.
(1997), welche die Funktionalitét des UCPL1 Polymorphismus belegt. In einer Untersuchung
von 144 morbid adiposen Osterreichern konnte gezeigt werden, dai3 bei G-Allel-Tragern
weniger Transkription, mef3bar an dem geringeren Vorkommen von mRNA stattfindet. Der
UCP1-Genotyp ist demnach fur 19 % der interindividuellen Mengenunterschiede des intra-
peritonealen braunen Fettgewebe verantwortlich. Personen mit relativ geringer Menge an
intraperitonealem Fettgewebe sollten besonders von einer therapeutischen Stimulierung des
UCP1 profitieren.



5 Zusammenfassung

Das Korpergewicht wird beeinflu3t von Umwelt, Verhalten und genetischen Faktoren.
Die genauen Mechanismen der Adipositasentstehung sind nur unzureichend geklart. Durch
ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen Vorgange kénnten méglicherweise neue
Ansdtze zur Préavention und Therapie der Adipositas gefunden werden. Auch im Hinblick
auf individuelle Praventionsstrategien besteht ein besonderes Interesse, die genetisch festge-
legten Risikofaktoren der Adipositas aufzuklaren.

Neben Uberméldiger Nahrungsaufnahme ist ein eingeschrankter Energieverbrauch an
der Entstehung von Ubergewicht beteiligt. Das braune Fettgewebe tragt mit seiner Fahigkeit
zur Entkopplung der Atmungskette zum Energieverbrauch bei. Hierbel ist das UCP1 von
herausragender Bedeutung. Der A->G Polymorphismus des UCP1 Gens wurde daher als
Kandidatengen fir die Adipositasentstehung eingestuft. Zur Prifung dieses Zusammenhangs
wurde die vorliegende Untersuchung an einem grof3en deutschen Studienkollektiv durchge-
fahrt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 sich in dieser Untersuchung fir den
A->G Polymorphismus kein grofser Einflufd fir die Adipositasentstehung abzeichnet. Eine
geringe Bedeutung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da bei schlanken Personen
eine Differenz von 1 kg/m2 mit dem G-Allel assoziiert war. Aul3erdem wurde eine altersab-
hangige Komponente festgestellt in der Hinsicht, dal3 durch den Polymorphismus eine
schnelle Gewichtszunahme in jungen Jahren geférdert wird. Die nicht betroffenen Personen
sind nicht unbedingt schlanker, vielmehr verstreicht mehr Zeit, bis die Adipositas ausgepragt

ist, da die Gewichtszunahme langsamer von statten geht.

Zudem wurde ein negativer Einflul3 des UCP1 Polymorphismus auf die Lipidwerte
festgestellt, wobei insbesondere die HDL-Werte der G-Allel-Tréger niedriger waren als bel
Normaltypen. Fir einen Zusammenhang von A->G Polymorphismus und Diabetes mellitus

Typ 2 wurden keine Anhaltspunkte gefunden.
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Anhange

Anhang A
Materialien

L dsungen und Puffer

Acrylamidl6sung (40 %)

Loading Puffer

Lyse - Puffer

Proteinase K

STE - Waschpuffer

1x TBE

I1xXTE

Chemikdien

Acrylamid
Ammoniumpersulfat (AMP, 10 %)
Borsaure

Bromphenol Blau

29 Telle Acrylamid
1 Tell N,N"Metylen Bisacrylamid

1 x TBE, Glyzerin 40 %, Bromphenol Blau

10 mM Tris- HCI (pH 8,2), 400 mM NaCl,
2mM EDTA

100 mg Proteinase K, 10 ml SDS 10 %, 20 ml
EDTA 0,5M, 70 ml H,O

20 mM Tris- HCI (pH 7,4), 5 mM NaCl,
0,1 mM EDTA

84 mM Tris, 90 mM Borsaure, 0,02 mM EDTA

10 mM Tris- HCI (pH 7,4), 0,2 mM EDTA

Appligene Onkor
Merck
Merck

Merck
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EDTA

Essigsdure (10 %)
Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Formaldehyd (HCOH, 37 %)
Glyzerin

Methanol 30 %

N,N"Metylen Bisacrylamid
Natriumcarbonat (NaCOs3, 10 %)
Natriumthiosulfat (Na2S203, 20 mg/ml)
Natriumchlorid (NaCl)
Silbernitrat (AgNOs3, 10 %)

SDS (10 %)

TEMED

Tris- HCL

EDTA - Blut

S- Monovette KE

PCR - Reagenzien

dNTP Set, PCR Grade
H>O, HPLC Grade
MgCl; (25 mM)

Mineral &l

Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Appligene Onkor
J. T. Baker
Sigma
Merck
Roth
Serva
Serva

Gibco

Sarstedt

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Qiagen

Sigma
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UCP1 Primer vorwarts (10 pmol/ul)
UCP1 Primer rickwarts(10 pmol/ul)
Tag DNA - Polymerase (5 Unit/ml)

PCR - Puffer 10x (15 mM MgCl5)

Restriktionsendonucl ease

Bcl 1

GrofRenmarker

1 kb DNA - Leiter

Gerdte

Elektrophoresekammer
PCR - Amplifier
Kameraund Filme
Netzgeréte

UV - Lampe
Waérmeschrank

Zentrifugen

Perkon Elmer
Perkon Elmer
Qiagen
Qiagen

Boehringer Mannheim

25 pl 1 kb Ladder (1ul/ug, Gibco),
50 pl Loading Puffer, 175 ul H20,

Minigel - System, Biometra
Biometra Trio - Thermaoblock
Polaroid

Biorad, Biometra

Biometra

GFL

Hettrich, Heraeus Biofuge fresco
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Abkurzungen

Apo
ATP
B3A
B2AR
bp

BMI

cAMP
Chol.
CRH
dNTP
dom.
DTA
EDTA
HDL

HLP

HTG

Hypercholesterin

Apoprotein

Adenosin - Triphosphat
33 - Adrenorezeptor

33 - Adrenorezeptor
Basenpaare

Body mass index; Kdrpermassenindex, errechnet sich aus K orper-
gewicht pro Korpergrofie 2 (kg/m?)

Cyclo - Adenosin - Monophosphat

Cholesterin

Corticotropin Releasing Hormon

Desoxy Nucleosidtriphosphat

Dominant

Diphteria Toxin A

Ethylenediamine - tetraacetic acid

High density lipoprotein; Lipoproteine hoher Dichte

Gemischte Hyperlipidamie, gemeinsames V orkommen von Hyper-
cholesterinamie und Hypertriglyzeridamie, Bezeichnung fir das
Kollektiv der Patienten mit gemischter Hyperlipidamie
Hypertriglyzeridamie, Triglyzeride > 200 mg/dl

Hypercholesterindmie, Cholesterin > 200 mg/dl, Bezeichnung fur
das Kollektiv der Patienten mit Hyperchol esterindmie
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Kb
LDL
MRNA

NPY

PPAR -y
Rez.
RFLP
UCP1
UCP2
UCP3
UKE

UCP- DTA Maus

VLDL

ZNS

Kilobasen

Low density lipoprotein; Lipoproteine niedriger Dichte
messenger - RNA

Neuropeptid Y

Polymerase chain reaction; Polymerase - Ketten - Reaktion
Peroxisome proliferator activated receptor - y

Rezessiv

Restriktionsfragment - Langenpolymorphismus
Uncoupling protein - 1; Entkopplungsprotein; Thermogenin
Uncoupling protein - 2

Uncoupling protein - 3

Universitétskrankenhaus Hamburg - Eppendorf

Transgene Maus, deren Menge an UCP und braunem Fettgewebe
durch Expression von Diphtherie Toxin A (DTA) reduziert ist

Very low density lipoprotein; Lipoproteine sehr niedriger Dichte
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