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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 DAS KORPERGEWICHT

1.1.1 REGULATION DES KORPERGEWICHTS

Das Korpergewicht muss als ein von vielen Einflussgroflen regulierter Phanotyp aufgefasst
werden. Kulturelle, sozio6konomische, metabolische und psychosoziale Aspekte sind bei der
Betrachtung des Einzelnen mit einzubeziehen. Es findet eine Interaktion zwischen erblichen
Voraussetzungen (Veranlagung) und Umwelteinfliissen (hochkalorische, fettreiche Erndhrung,
Bewegungsmangel) statt [Hebebrand und Remschmidt, 1995a]. Zwillings-, Adoptions- und
Familienstudien sowie tierexperimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass genetische
Faktoren eine wichtige Rolle spielen [Hebebrand und Remschmidt, 1995b; Bouchard und
Pérusse, 1993]. Es wurde nachgewiesen, dass genetische Faktoren an der Ausprdgung des
Korpergewichts einen Anteil von 40-70% haben [Farooqi und O’Rabhilly, 2005; Barsh et al.,
2000; Maes et al., 1997]. Schitzungen gehen davon aus, dass der Einfluss genetischer Faktoren,
die dazu fiihren, dass die mit Adipositas verkniipften Merkmale ausgebildet werden, gerade bei
Jugendlichen bei 50% und hoher liegt [Comuzzie et al., 2001; Pietilainen et al., 1999; Wauters
et al., 1998]. Erschwert wird die Suche nach genetischen Mechanismen der Gewichtsregulation
dadurch, dass nur in seltenen Fillen (z.B. bei kongenitaler Leptindefizienz [Montague et al.,
1997]) ein klassischer Mendelscher Erbgang vorliegt und dass es sich selten um monogene
Storungen handelt. Man muss davon ausgehen, dass Verdnderungen in vielen verschiedenen
Genen mit jeweils geringem FEinfluss auf das Korpergewicht im Zusammenspiel zu weit
reichenden Verdnderungen am Phinotyp Korpergewicht beitragen. Es handelt sich also um
einen polygenetischen Phénotyp. Zudem liegt eine genetische Heterogenitit vor, d.h.
Mutationen bzw. Varianten in verschiedenen einzelnen Genen kdnnen zum gleichen Phéanotyp

fiihren [Hebebrand und Remschmidt, 1995a+b; Bouchard und Pérusse, 1993].

Das Korpergewicht wird vom Verhéltnis von Energieaufnahme in Form von Nahrung zu
Energieverbrauch in Form von Muskelarbeit, Stoffwechselprozessen und Wérmeproduktion
bestimmt. Erstaunlich ist, dass das Korpergewicht eines Erwachsenen bei kurzfristigen
Schwankungen zwischen Energieaufnahme und -verbrauch relativ konstant bleibt und dass bei
einer jéhrlichen Gesamtenergiezufuhr von etwa 800 000 kcal nur ein geringer Teil in zusétzliche
Fettmasse umgesetzt wird. Hieraus resultiert eine Gewichtszunahme von nur etwa 100 bis 300 g
pro Jahr [Hebebrand und Remschmidt, 1995a]. Erst wenn ein Ungleichgewicht zwischen
Energiezufuhr und -verbrauch iiber langere Zeit besteht, dndert sich das Korpergewicht

merklich. Die Gegenregulierungsmechanismen wie Erhohung der fettfreien Masse und damit
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Erhohung des Energieverbrauchs bei Uberernihrung oder die Einschrinkung der Bewegung bei
Untererndhrung koénnen das Missverhiltnis nicht mehr auffangen. Es kommt zu Ubergewicht
bzw. Adipositas oder im entgegengesetzten Fall zu Untergewicht bzw. Anorexia nervosa

[Hebebrand und Remschmidt, 1995 a].

Die Regulation des Korpergewichts ist ein komplexer Vorgang, der durch viele verschiedene
periphere und zentrale Prozesse, gesteuert wird. Die Art und Héaufigkeit sowie die Dauer der
Nahrungsaufnahme wird neben verschiedenen Faktoren wie Tageszeit, sozialen Faktoren und
Gewohnheiten vor allem durch das Zentrale Nervensystem (ZNS) gesteuert. Hierbei kommen
dem Hypothalamus als zentralem Regulator und dem Nucleus arcuatus als Teil des
Hypothalamus entscheidende Rollen zu. Im Nucleus arcuatus sind zwei neuronale Kerngebiete
fiir die Gewichtsregulation maf3geblich. Im einen Gebiet werden AGRP (agouti-related protein)
und NPY (Neuropeptid Y) gebildet, im anderen POMC (Proopiomelanocortin) und CART
(cocaine- and amphetamine-related transcript). Die ersten beiden wirken als Verstiarker der
Nahrungsaufnahme und Verminderer des Energieverbrauchs, die letzten beiden wirken
gegenteilig. Kommt es in diesen Regelkreisen zu Verdnderungen oder wird gar eins der Gebiete
im Nucleus arcuatus zerstort, so hat dies Auswirkungen auf das Korpergewicht. Die beteiligten
Regelkreise erhalten Informationen durch zirkulierende Hormone und Metaboliten (z.B. Insulin,
Glukose), aus den Fettdepots (Leptin), sowie iiber nervale Reflexe iiber den Nervus Vagus und
iiber den Nucleus solitarius, der im Hirnstamm gelegen ist und Nervensignale aus dem
Gastrointestinal-Trakt, dem Bauchraum und der Mundhohle vereint. Hierbei handelt es sich um
eine stark vereinfachte Darstellung. [Ubersicht in Bell et al., 2005; Schwartz et al., 2000; Klinke
und Silbernagel, 1994].

Forschungen der letzten Jahre haben ein genaueres Bild des Zusammenspiels der
Signalmolekiile geliefert. So hat z.B. Leptin, das in den Adipozyten ausschlieBlich des weillen
Fettgewebes gebildet wird und von Rezeptoren im Gehirn und in der Peripherie gebunden wird,
Einfluss auf das Essverhalten, indem es dem Gehirn Riickmeldung iiber die GrofBe der
Fettmasse und damit iiber die vorhandenen Energiereserven gibt. Der Serumspiegel des Leptins
korreliert positiv mit der Korperfettmasse und dem BMI (Body-Mass-Index, s.u.) [Friedmann
und Halaas, 1998]. Mutationen im Leptin-Gen [Strobel et al., 1998; Montague et al., 1997] oder
dem Leptinrezeptor-Gen [Clement et al., 1998] fithren bei Méausen und bei Menschen zu
Ubergewicht. Damit muss dem Leptin eine zentrale Rolle in der Langzeit-Gewichtsregulation
zugesprochen werden [Considine, 2005; Schwartz et al., 2000]. Ghrelin, das vor allem in Magen
und Duodenum sezerniert wird, steigt vor Nahrungsaufnahme an und fallt nach
Nahrungsaufnahme wieder ab. Damit gibt Ghrelin wohl eher {iber kurzfristige Anderungen im
Energiehaushalt Riickmeldung [Kohno et al., 2003]. Ein weiterer Botenstoff ist Insulin, das in

der Bauchspeicheldriise gebildet wird und durch den Blutkreislauf zum Gehirn gelangt, wo es
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die Energieaufnahme drosselt und den Energieverbrauch erhoht. Neurotransmitter wie Gamma-
Amino-Buttersdure, NPY, AGRP, Noradrenalin, Dopamin und Serotonin haben
unterschiedlichen, oft noch nicht bis ins letzte Detail entschliisselten Einfluss auf die Regulation
des Korpergewichts. Gerade auf diesem Gebiet der Neurotransmitter tragen Tiermodelle,
insbesondere die an der Maus, in hohem Malle zu einem besseren Verstidndnis der Vorgénge bei
[Schwartz et al., 2000]. Diese werden im Kapitel 1.1.5 ,Molekulargenetische Aspekte der

Adipositas bei der Maus und beim Menschen genauer besprochen.

1.1.2 BODY-MASS-INDEX UND ALTERSPERZENTILE

Bei der Betrachtung des Korpergewichts miissen verschiedene Variablen wie Korperlange,
Alter und Geschlecht beriicksichtigt werden. Als ein Mall fliir das relative
(korperhohenbereinigte) Gewicht wird in der modernen Epidemiologie am haufigsten der Body-
Mass-Index (BMI), auch Quetelet-Index genannt, verwendet. Der BMI bietet den Vorteil, dass
er eine hohe Korrelation zum Korpergewicht und eine niedrige zur Korperhohe aufweist

[Hebebrand et al., 1994]. Der BMI wird nach folgender Formel berechnet:

BMI = Korpergewicht in kg

(Kérperhohe in m)?

Mit Hilfe des BMI konnen Gewichtsklassen abgegrenzt werden. In Tabelle 1.1 sind die
Definitionen der Gewichtsklassen, wie sie die WHO 2000 festgelegt hat, aufgefiihrt.

Gewichtsklasse BMI-Wert (kg/m?)
Untergewicht < 18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 225
Praadipositas 25-29,9

Adipositas Grad I 30 —34,9
Adipositas Grad I  35-39,9
Adipositas Grad III 2> 40

Tabelle 1.1: Definition der Gewichtsklassen (nach WHO, 2000)

Die FEinteilung der Gewichtsklassen nach dem BMI weist das Problem auf, dass Alter und
Geschlecht unberiicksichtigt bleiben und dass der BMI aufgrund von ontogenetisch
determinierten Schwankungen des relativen Korpergewichts im Prinzip jeweils nur unter
Zugrundelegung der altersentsprechenden BMI-Verteilung adédquat interpretiert werden kann.
Dies spielt bei der Beurteilung von Ubergewicht und Adipositas im Kindes- und Jugendalter
eine besondere Rolle. So erreicht der BMI im ersten Lebensjahr einen Gipfel, um dann nach

einem Abfall ab etwa dem siebten Lebensjahr wieder kontinuierlich anzusteigen [Rolland-
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Cachera, 1993]. Deshalb wurden Altersperzentilenkurven ermittelt, die es erlauben, den BMI
eines Menschen zur jeweiligen geschlechtsspezifischen Alterspopulation in Bezug zu setzen.
Zugrunde gelegt wurden die Daten der Nationalen Verzehrstudie, die 1985 vom
Bundesministerium fiir Forschung und Technologie in Auftrag gegeben wurde [Anders et al.
1990]. Nach Erhebung dieser Daten ist es nun mdglich, Adipositas und extreme Adipositas
sowie Untergewicht zu definieren [Hebebrand et al., 1994]. Im Jahr 2001 erstellten Kromeyer-
Hauschild und Mitarbeiter mittels 17 Untersuchungen aus verschiedenen Regionen
Deutschlands BMI-Referenzwerte fiir die Beurteilung des BMI bei deutschen Kindern und
Jugendlichen. Des Weiteren berechneten sie Perzentile mit der Methode nach Cole [Kromeyer-

Hauschild et al., 2001; Cole, 1990].

1.1.3 ADIPOSITAS

Aus evolutionsbiologischer Sicht entwickelte Neel (1962) die ,.thrifty genotype““-Hypothese, die
Hypothese eines ,,Geiz-Gens", das dadurch, dass es zu Diabetes mellitus Typ II (NIDDM; non
insulin dependent diabetes mellitus; nicht insulinabhéngiger Diabetes mellitus) pradisponiert,
vor allem in Populationen, die hdufig Hungersndten ausgesetzt waren, einen Selektionsvorteil
darstellte [Neel., 1962]. Es liegt nahe, diese ,thrifty genotype“-Hypothese auch auf die
Adipositas Tbertragen zu wollen. Zusidtzlich galt Adipositas lange Zeit als Zeichen von
korperlichem und finanziellem Wohlergehen. Erst in der heutigen Zeit mit einer fast
unlimitierten Nahrungsversorgung in einigen Regionen der Erde erweisen sich die gleichen

Erbanlagen als ungiinstig fiir Gesundheit und Uberleben [Hebebrand und Remschmidt, 1995a].

Definition. Als adipds gilt nach herkdmmlichen Definitionen ein erwachsenes Individuum,
wenn es einen BMI von 30 kg/m’ und mehr aufweist oder wenn es oberhalb der 85. BMI-
Altersperzentile liegt [WHO, 2000; Hebebrand et al., 1994]. Zur Beurteilung der Adipositas im
Kindes- und Jugendalters empfiehlt die Arbeitsgemeinschaft ,,Adipositas im Kindes- und
Jugendalter (AGA)“ nach Poskitt (1995) analog zum Erwachsenenalter den BMI zur
Beurteilung von Ubergewicht und Adipositas zu verwenden. Als Referenz fiir deutsche Kinder
werden die in der Leitlinie vorgestellten Perzentile empfohlen: das 90. Perzentil gilt als
Grenzwert zur Definition von Ubergewicht und das 97. Perzentil als Grenzwert zur Definition
von Adipositas. Eine extreme Adipositas liegt vor, wenn der BMI das 99,5. alters- und
geschlechtsspezifische Perzentil tiberschreitet [Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft ,,Adipositas im

Kindes- und Jugendalter®, 2002; http://www.a-g-a.de/leitlinie.doc; Poskitt, 1995].
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Erwachsene Deutsche Kinder und Jugendliche
Gewichtsklasse BMI-Perzentil Gewichtsklasse BMI-Perzentil
Untergewicht <15
Ubergewicht >90
Adipositas 85-95 Adipositas >97
extreme Adipositas >95 extreme Adipositas >99,5

Tabelle 1.2: BMI-Altersperzentile fiir verschiedene Gewichtsklassen
[nach Hebebrand et al., 1994; Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft ,,Adipositas im Kindes- und Jugendalter®,
2002]

Priivalenz und Epidemiologie. Adipositas ist in der westlichen Zivilisation eine haufige
Erkrankung. In den USA gilt mittlerweile jeder dritte Erwachsene als adipos (BMI > 30 kg/m?),
die Priavalenzen in anderen Industriestaaten folgen dicht darauf, wobei auch in den
Entwicklungslindern durch einen mehr und mehr ,,verwestlichten* Lebensstil die Pravalenz

steigt. Somit kann Adipositas als eine globale Pandemie gesehen werden [Bell et al., 2005].

Adipositas stellt ein weit reichendes gesundheitspolitisches Problem dar, da es zur Entstehung
von Diabetes mellitus Typ II (NIDDM; non insulin dependent diabetes mellitus; nicht
insulinabhéngiger Diabetes mellitus) und koronarer Herzerkrankung (KHK) beitragen kann. Das
Auftreten von bestimmten Krebsformen, arterieller Hypertonie, Dyslipiddmien, degenerativen
Gelenkerkrankungen und respiratorischen Komplikationen wie obstruktiver Schlafapnoe ist
erhoht [Calle et al.,, 2003; Kopelman, 2000; Ubersicht in Bray et al, 1997]. Diese
Folgeerkrankungen konnen die Lebensqualitit erheblich beeinflussen und sind fiir das

Gesundheitssystem von groer Bedeutung [Hebebrand et al., 1996].

Ubergewicht und diabetische Stoffwechselstorungen haben in den letzten Jahrzehnten stark
zugenommen. Die Privalenz fiir Adipositas steigt in allen Altersstufen [Seidell, 1997], das
Ausmal} der Adipositas nimmt zu. Adipositas wird heute als chronische Krankheit angesehen
[Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft ,,Adipositas im Kindes- und Jugendalter®, 2002]. In den USA
werden 280.000-350.000 Todesfille pro Jahr auf Adipositas mit Folgeerkrankungen
zuriickgefiihrt; damit ist sie die zweithdufigste Todesursache im Erwachsenenalter nach dem
Rauchen [Bray und Tartaglia, 2000; McGinnis und Foege 1993, Ubersicht in der Leitlinie der
Arbeitsgemeinschaft ,,Adipositas im Kindes- und Jugendalter* von 2002; http://www.a-g-
a.de/leitlinie.doc]. Sollte die Zunahmerate der Adipositas gleich bleiben, so wird vermutlich in
den nichsten Jahren die Adipositas das Rauchen als haufigste Todesursache ablosen [Mokdad et
al., 2004]. Zusitzlich zum allgemeinen Trend nahm die Gruppe der Menschen mit Adipositas
Grad III (schwere Adipositas, BMI> 40 kg/m®) iiberproportional stark zu. Hier liegt der
Verdacht nahe, dass - liber die Verdnderungen der Umgebung in den letzten Jahrzehnten hinaus
- genetische Ursachen fiir die extreme Gewichtszunahme verantwortlich sind [Flegal et al.,

2002; Friedman, 2003]. In bestimmten Adipositas-Hochrisikogruppen (z.B. Pima-Indianer)
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kann Adipositas nicht nur durch Lebensgewohnheiten und Umgebungsvariablen, die denen
anderer Populationen dhnlich sind, erklért werden, sondern legt eine genetische Komponente bei

der Adipositasentstehung nahe [Bell et al., 2005].

Vor allem die Zunahme von Adipositas im Kindes- und Jugendalter in den USA und in Europa
erregen Besorgnis: die reduzierte Lebenserwartung scheint ausgeprigter als erwartet zu sein
[Fontaine et al., 2003]. Es finden sich z.T. schon jetzt bei Kindern und Jugendlichen pridiktive
Marker fiir kardiovaskulare Erkrankungen [Weiss und Terwiliger, 2000; Troiano et al., 1995;
Harlan, 1993; Cernerud, 1993; Ubersicht in Bell et al., 2005]. Fiir Deutschland geht die AGA
von einer Zunahme der Privalenz von Ubergewicht und Adipositas bei Kindern und
Jugendlichen in den letzten 25 Jahren aus [Kromeyer-Hausschild und Wabitsch fiir die AGA,
http://www.a-g-a.de/Trends.doc] und es liegt schon jetzt bei ungefiahr der Hélfte der adipdsen
Kinder und Jugendlichen mindestens eine  Folgeerkrankung  (Bluthochdruck,
Fettstoffwechselstorung, Diabetes mellitus Typ 2, orthopadische Komplikationen) bzw. ein
weiterer Risikofaktor (z.B. Hyperinsulindmie) vor [Kromeyer-Hausschild und Wabitsch fiir die
AGA, http://www.a-g-a.de/Trends.doc]. Beim Auftreten von Adipositas in jungen Jahren ist
spiter mit weit reichenderen gesundheitlichen Konsequenzen zu rechnen, als wenn die
Adipositas erst im Erwachsenenalter manifest wird. Dies legt nahe, dass eine effektive
Priavention und Therapie der Adipositas schon im Kindes- und Jugendalter sinnvoll ist [Micic,
2001; Mijailovic M et al., 2001; Mijailovic V et al., 2001]. Gerade bei Kindern und
Jugendlichen ist die psychosoziale Beeintrachtigung, héufig einhergehend mit vermindertem
Selbstwertgefiihl, nicht zu unterschitzen. Kinder und Jugendliche, die unter Adipositas leiden,
haben eine hohere Komorbiditét als Normalgewichtige und dariiber hinaus ein deutlich erhdhtes
Morbiditéts- und Mortalitdtsrisiko im Erwachsenenalter. Eine erhohte Morbiditét als Folge der

Adipositas ist bereits im Kindesalter feststellbar [Must et al., 1999].

Im Laufe der Zeit konnten verschiedene Risikofaktoren fiir die Entstehung von Ubergewicht
ausgemacht werden [Hebebrand und Remschmidt, 1995a+b; Poskitt, 1993]. Folgende Tabelle

1.3 stellt die wichtigsten Risikofaktoren zusammen.
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Umweltabhingig Genetisch
= familidre Adipositas = familidre Adipositas
= allein erzichender Elternteil = Geschlecht
=  Einzelkind =  Ethnische Abstammung
= Zugehorigkeit zu einer niedrigen sozialen Schicht = Chromosomenaberrationen (z.B.
= exzessives Fernsehen Prader-Willi-Syndrom)
= korperliche Inaktivitét = monogen verursachte syndromale
= Schlafmangel Adipositas (z.B. Leptindefizienz,
= psychosoziale Deprivation Cohen-Syndrom)
=  mangelhafte Korperpflege durch die Eltern = Oligo-, Polygenie

Tabelle 1.3: Risikofaktoren fiir die Entwicklung von Ubergewicht bei Kindern und Jugendlichen
[aus Hebebrand und Remschmidt, 1995a; nach Poskitt, 1993]

Therapieansiitze. Alle bisher verfiigbaren Therapien sind palliativer Natur und miissen
durchgehend angewendet werden. Setzt man die Therapie aus, so ist erneute Gewichtszunahme
unvermeidbar. Insgesamt betrigt der Gewichtsverlust bei Therapie meist nur etwa 10%, was fiir
Patient und Arzt oft nicht zufrieden stellend ist [Bray und Tartaglia, 2000]. Durch
kalorienreduzierte Mischkost, vermehrte korperliche Aktivitdt sowie Verhaltenstherapie kann
eine Gewichtsreduktion erzielt werden. An pharmakologischen Optionen gibt es die im ZNS
wirkenden sog. Appetitziigler, die im Darm wirkenden Fettaufnahmehemmer (Lipasehemmer),
sowie Medikamente, die die Thermongenese und damit den Energieverbrauch erhéhen. Der
Einsatz dieser Medikamente ist aber durch ihr Nebenwirkungsprofil (groéftenteils
sympathomimetische Effekte wie Mundtrockenheit, Schlaflosigkeit, Herzpalpitationen)
eingeschriankt [Bray und Tartaglia, 2000]. Chirurgische MalBinahmen sollten bei Patienten in
Betracht gezogen werden, die einen BMI > 35 kg/m*> mit schwerwiegenden
Begleiterkrankungen oder einen BMI > 40 kg/m? aufweisen und bei denen konservative
BehandlungsmafBinahmen nachweislich nicht erfolgreich waren [Leitlinie Chrirugische Therapie
der extremen Adipositas; http://www.adipositas-gesellschaft.de/daten/Leitlinie-Chirurgie.pdf].
Zur Anwendung kommen beispielsweise die Gastroplastik, oder das Magenband (,,gastric
banding®). Chirurgische Verfahren zur Behandlung der Adipositas Grad III zeigen in gut
dokumentierten Langzeitergebnissen eine Reduktion der Komorbiditdt und eine deutlich erhdhte
Lebensqualitdt der von der extremen Adipositas betroffenen Menschen [Fontaine et al., 2001].
Sie werden daher international als sichere und effektive MaBnahmen anerkannt [Kellum et al.,
1998]. Operationen bei Jugendlichen unter 18 Jahren sind aber nur in Ausnahmefillen indiziert.
Die chirurgische Versorgung stellt grole Herausforderungen an die perioperative Versorgung
des Patienten. [Leitlinie Chrirugische Therapie der extremen Adipositas; http://www.adipositas-

gesellschaft.de/daten/ Leitlinie-Chirurgie.pdf].
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1.1.4 FORMALGENETISCHE ASPEKTE DES KORPERGEWICHTS

Zwillings-, Familien- und Adoptionsstudien sprechen fiir eine genetische Komponente beim

Phénotyp Korpergewicht [Farooqi und O’Rahilly, 2005; Barsh et al., 2000].

Beobachtungen an getrennt und gemeinsam aufgewachsenen monozygoten und dizygoten
Zwillingen zeigen, dass die genetische Komponente einen wesentlichen und die Umgebung nur
einen geringen Einfluss auf den BMI hat: bei monozygoten Zwillingen betrug die Intrapaar-
Korrelation des BMI unabhingig vom Geschlecht 0,74. Dabei gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen getrennt oder gemeinsam aufgewachsenen Zwillingen. Dagegen lag die
Intrapaar-Korrelation des BMI bei dizygoten Zwillingen bei 0,32. Das entspricht einer
geschitzten Heritabilitdt von 50-90% [Maes et al., 1997]. Bei Zwillingsstudien von Bouchard
und Pérusse lag die Heritabilitdt zwischen 60% und 90%. Dies traf sowohl auf getrennt als auch
auf gemeinsam aufwachsende Zwillinge zu [Bouchard und Pérusse, 1993]. Die Korrelation des
BMIs von Kindern, die bei Thren biologischen Eltern aufwuchsen, zu dem BMI ihrer Eltern
betrug 0,19. Im Gegensatz dazu betrug die Korrelation des BMIs von adoptierten Kinder zum
BMI ihrer Adoptiveltern nur 0,06, was einen relativ geringen Einfluss der Umgebungsvariablen
anzeigt [Maes et al., 1997]. Insgesamt zeigten Adoptions- und Familienstudien geringere
Heritabilitétsschiatzungen (10-30%) fiir den BMI, wobei jedoch zum ersten Mal in einer groBen
Familienstudie eine Heritabilititsschitzung bei 67% lag [Maes et al., 1997, Hebebrand und
Remschmidt, 1995a+b; Bouchard und Pérusse, 1993].

Abgesehen von der Neugeborenenperiode, in der die Heritabilitdit nur etwa 40% betrégt,
beeinflusst das Alter die Heritabilitdt nicht in grundlegendem Maf3e [Vlietinck et al., 1989]. Die
intrauterinen Umwelteinfliisse beeinflussen nachweislich das Geburtsgewicht. Zwillingsstudien
weisen darauf hin, dass dieser Umwelteinfluss schnell bis zum Schulalter von genetischen
Einfliissen abgelost wird, und lassen vermuten, dass die Heritabilitdt des BMI meist wahrend
spater Kindheit oder im jugendlichen Alter geprédgt wird [Pietilainen et al., 1999]. Die Gene, die
bei der Gewichtsregulation eine Rolle spielen, sind offenbar nicht das ganze Leben hindurch
dieselben. Nach einer groBlen longitudinalen Zwillingsstudie beeinflussen nur 40% der
genetischen Faktoren, die den BMI im Alter von 20 Jahren beeinflussen, auch noch den BMI im
Alter von 48 Jahren. Danach dndert sich die ,,Zustandigkeit* der Genen fiir den BMI kaum noch
[Fabsitz et al., 1992; Ubersicht in Hebebrand et al, 2001]. Die Umweltfaktoren, die 30% der
Varianz des BMI erkléren, sind fiir den jeweiligen Zwillings spezifisch. Der genetische Einfluss

fand sich im Bereich des gesamten Gewichtsspektrums [Stunkard et al., 1990].
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1.1.5 MOLEKULARGENETISCHE ASPEKTE DER ADIPOSITAS BEI DER MAUS UND BEIM

MENSCHEN

Besonders auf dem Gebiet der Neurotransmitter, aber auch zur Beobachtung von Essverhalten
und korperlicher Aktivitét tragen Tiermodelle, insbesondere die an der Maus, zu einem besseren
Verstidndnis der Vorginge der Adipositasentstehung bei. So belegen Tiermodelle, dass
verschiedene Einzelgen-Mutationen mit Adipositas assoziiert sind. Am bekanntesten sind die
obese (ob/ob)- und die diabetes (db/db)-Mause. Hierbei handelt es sich um rezessiv vererbte

Gen-Mutationen:

1973 fiihrte Coleman sogenannte Parabioseversuche durch, in denen die Blutkreislaufe von
adiposen obese (ob/ob)- und diabetes (db/db)-Mausen mit denen von normalgewichtigen
Mausen gekoppelt wurden. Das Gewicht der ob/ob-Méuse nahm ab, das der db/db-Méuse blieb
konstant. Dies legte die Vermutung nahe, dass die Adipositas bei ob/ob- und bei db/db-Mausen
durch Fehler im gleichen Ubertragungsweg hervorgerufen wird. Die db/db-Miuse schienen
resistent gegen den Signalfaktor zu sein, der den ob/ob-Miusen fehlte und der den 0b/ob-
Mausen hier durch die Kopplung mit normalgewichtigen Méusen zugefiihrt wurde und damit
zur Gewichtsabnahme fiihrte [Coleman, 1973]. Die Phénotypen der obese (0ob)- bzw. der
diabetes (db)-Méuse sind durch eine Verdopplung bis Verdreifachung des Korpergewichts,
Diabetes, Hypothermie und Infertilitdt der Weibchen gekennzeichnet [Hinney et al, 1997].

Zhang und Mitarbeitern (1994) gelang die Sequenzierung und Klonierung des ob-Gens und des
dazu homologen humanen Gens [Zhang et al., 1994]. Das Genprodukt des 0b-Gens ist Leptin,
das fast ausschlieBlich im weiBlen Fettgewebe gebildet wird und als Hormon an der Regulation
des Korpergewichts beteiligt ist. 1995 wurde von Tartaglia und Mitarbeitern der dazugehdrige
Leptinrezeptor kloniert [Tartaglia et al., 1995]. Schon 1992 klonierten Bultmann und
Mitarbeitern das Agouti-Gen [Bultmann et al., 1992].

Insgesamt sind beim Menschen fiinf monogene Formen der Adipositas bekannt (s. Tabelle 1.5
auf der folgenden Seite), bei denen Mutationen Fehler in den Signaliibertragungswegen des
Leptin und im Melanocortinsystem verursachen: Leptin [Ozata et al., 1999; Strobel et al., 1998;
Montague et al., 1997], Leptinrezeptor [Clement et al., 1998], Prohormonconvertase 1 [Jackson
et al., 1997] und POMC [Krude et al., 1998; Challis et al., 2002] als rezessive Formen sowie
MC4R als einzige dominante Form [Hinney et al., 2003; Tao und Segaloff, 2003; Yeo et al.,
2003; Vaisse et al., 1998]. Die rezessiven Formen sind sehr selten. Mutationen im MC4R-Gen
treten dagegen mit einer Hiufigkeit von 2-4% bei Ubergewichtigen auf [Hebebrand et al.,
2003].

Dariiber hinaus existieren syndromale Formen der Adipositas wie das Prader-Willi-Syndrom

oder das Bardet-Biedl-Sydrom.
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Gen Homologes | Homologes
Erbgang Mutation der Gen beim Genprodukt beim Klonierung/Beschreibung
Maus | Menschen Menschen
; 1 | Acouti Bultmann et al., 1992
zlcl)r(r)jt(i:rlli ) e%?(:lv: ) A ASIP Agouti-Signalprotein | Wilson et al., 1995
4 Lu et al., 1994
autosomal- .
rezessiv Fat (fat) Cpe CPE Carboxypeptidase E | Naggert et al., 1995
Kapeller et al., 1999
Tubby (tub) | Tub TUB Insulin-Signalprotein | Kleyn et al., 1996
Noben-Trauth et al., 1996
Diabetes . Chen et al., 1996
(db) Lepr | LEPR Leptinrezeptor Tartaglia et al., 1995
Obese (ob) | Lep LEP Leptin Zhang et al., 1994
Fatty liver
dystrophy |Lpinl |LPIN1 Lipin Peterfy et al. 2001
(fld)
Little Gh GH Growth hormone Donahue und Beamer, 1993
Cholezystokinin- Schwartz et al., 1999
OLETE | Cekar |CCKAR | eptor A Fumakoshi et al., 1993
Mahogany . Nagle et al., 1999
(mg) Atrn ATRN Attractin Gunn et al., 1999
?fnzh)oga“‘”d Mgml | MGRNI Mahogunin Phan et al., 2002
Tabelle 1.4: Monogene Tiermodelle der Adipositas und ihre Verkniipfung zur Adipositas beim

Menschen [nach Pérusse et al., 2005]

Erbgang  [Bezeichnung Funktion Beschreibung
1 Missensemutation fiihrt zu schwerer Ozata et al., 1999
monogen /Adipositas Strobel et al., 1998
rezessive  [Leptin-Gen 1 Leserasterverschiebung fiihrt zu einer Montague et al., 1997
Formen IDeletion und dariiber zu einem funktionslosen
IHormon.
Lentinrezentor Mutation fiihrt zu einem verkiirzten, Clement et al., 1998
p p funktionslosen Leptinrezeptor.
IProhormon- IPC1-Prozessierung wird verhindert. Jackson et al., 1997
Convertase I (PC1)
Produktion eines abweichenden Proteins, das  [Krude et al., 1998
POMC die zentrale Melanocortin-Ubertragung stort.
\Ausfall der a-MSH-Synthese fiihrt zu Challis et al., 2002
IAdipositas und Nebennierenrindeninsuffizienz.
onogen Frameshift- und Nonsensemutationen, die Hinney et al., 2003
Jomi I;gan e IMC4R vermutlich zu einer Haploinsuffizienz des Tao und Segaloff, 2003
IMC4-Rezeptors fiihren, sowie 'Yeo et al., 1998
Form . . .
IMissensemutationen. \Vaisse et al., 1998

Tabelle 1.5: Monogene Formen der Adipositas beim Menschen
[modifiziert nach Pérusse et al., 2005]
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1.2 ANSATZE ZUR IDENTIFIZIERUNG VON GENEN ZUR

GEWICHTSREGULATION BEIM MENSCHEN

1.2.1 GENOMSCREEN

Ein Genomscreen ist ein systematisches und annahmefreies Verfahren, das zum Ziel hat,
chromosomale Regionen, in denen Gene liegen, die in variierter Form flir einen bestimmten
Phénotyp von Bedeutung sind, einzugrenzen. Man benutzt dazu multiallelische Marker, die in
gleichmiBigen Abstinden, die nicht groBer als 10 ¢cM sein sollten, liber das gesamte Genom
verteilt sind. Als Marker konnen z.B. Mikrosatelliten dienen, die aus Di-, Tri- und
Tetranukleotid-Wiederholungen (z.B. CA-CA-CA...;) bestehen. Tritt nun Kopplung zwischen
Allelen der Marker und der fiir den Phénotyp verantwortlichen Allelen auf, so kann man zuerst
die so genannte Kandidatengenregion und schlieBlich das Gen selbst identifizieren [Hinney und

Hebebrand, 2001; Lander und Kruglyak, 1995].

Hager und Mitarbeiter beispielsweise konnten 1998 mit einem konkordanten Geschwisterpaar-
Ansatz bei franzosischen Familien einen Hauptgenort fiir Adipositas auf Chromosom 10
identifizieren. Dieser Kopplungsbefund konnte von Hinney et al. bestéitigt werden [Hinney et
al., 2005]. Lee und Mitarbeiter fanden 1999 ein signifikantes Ergebnis fiir die Kopplung von
BMI und Korperfettmasse mit einem Genort auf Chromosom 20 [Lee et al., 1999]. Weltweit
wurde in den letzten Jahren von weiteren Kopplungsbefunden berichtet [Ubersicht in Pérusse et

al., 2005].

1.2.2 KANDIDATENGENANSATZ

Bei der Frage, ob ein Gen als Kandidatengen in Frage kommt, ldsst man sich von der
physiologischen Funktion des Genprodukts, pharmakologischen und biochemischen
Gesichtspunkten, dem Expressionsmuster und von tierexperimentellen Befunden leiten. Ist ein
Gen schon bekannt, so kann es mittels eines Kandidatengenansatzes auf Assoziation mit einem
bestimmten Phédnotyp untersucht werden. Man geht davon aus, dass sich die untersuchten
Regelkreise der Sdugetiere - insbesondere der Nagetieren — denen des Menschen relativ dhnlich
sind. In Hinblick auf Adipositas konnten in den letzten Jahren mit Kandidatengenansitzen
einige relevante Gene aufgespiirt werden [Ubersicht in Pérusse et al., 2005]. Bei heterogenen
Populationen steht man vor dem Problem, dass man nie sicher sein kann, ob Proband und
Kontrollperson nicht unterschiedlichen genetischen Ursprungs sind und sich die
unterschiedliche Frequenz einer Variation im Erbgut nicht hierdurch erklidren lésst.
Familienbasierte Untersuchungen bieten hier eine Losung. Gleichzeitig lassen sich Familien
nicht nur auf Assoziation, sondern auch auf Transmissionsungleichgewicht untersuchen [Barsh

et al., 2000].
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1.3 SPEZIELLE UNTERSUCHUNGEN ZUM CALPAIN-10-GEN

1.3.1 AUFBAU UND PHYSIOLOGISCHE FUNKTION VON CALPAINEN

Calpaine sind intrazelluldre Proteasen, die eine wichtige Rolle bei zelluldren Abldufen spielen.
Durch ihre Prozessierungs- und Verdaueigenschaften ist es diesen Enzymen mdglich, die
Aktivitdt und die Funktion anderer Proteine genau und z.T. irreversibel zu beeinflussen. Eine
Eigenschaft, die die Calpaine fiir die Forschung so interessant macht, ist deren Struktur: Eine
Cystein-Protease-Domine ist mit einer Calmodulin-dhnlichen, Ca’’-bindenden Domine
kombiniert. So wird z.B. die Aktivitdt zweier Calpaine, u- und m-Calpain, durch die Calcium-
Konzentration reguliert. Die ubiquitidre Expression von p- und m-Calpainen bei Séugetieren legt
nahe, dass sie bei grundlegenden und lebensnotwendigen Funktionen der Zelle eine Rolle
spielen. Diese beiden Calpaine, auch Calpain-1 bzw. -2 oder konventionelle Calpaine genannt,
waren die ersten, die Aufmerksamkeit auf sich zogen und genauer untersucht wurden, um
Funktion und Struktur aufzukldren. Spéater wurden weitere Homologe der Protease-Doméne in
einer Vielzahl von Organismen gefunden. Ein paar dieser "neuen" Calpain-Homologe sind in
wichtige biologische Funktionen eingebettet, wie z.B. intrazelluldre Signaliibermittlung,
Proliferation und Differenzierung von Zellen. Einige Calpaine sind nur in bestimmten Organen
zu finden. Hier wird davon ausgegangen, dass die Funktion der Calpaine eng mit der Funktion
der jeweiligen Organe gekoppelt ist. Die genauen Funktionen konnten allerdings bis heute
weder in vitro noch in vivo vollstindig bestimmt werden. Eine Mutation im Gen, das fiir
Calpain-3 kodiert, wird mit dem Auftreten verschiedener Muskeldystrophien in Verbindung
gebracht [Huebsch et al, 2005; Horikawa et al., 2000; Sorimachi et al., 1997].

Die beiden konventionellen Calpaine bestehen aus einer kleinen (etwa 30 kDa) und einer gro3en
(etwa 80 kDa) Untereinheit. Die grole Untereinheit kann in vier Doménen unterteilt werden:
Die zweite Doméne ist eine Cystein-Protease-Doméne und die vierte die kalziumbindende
Domine, die Funktionen der ersten und dritten Domiine sind bis jetzt unklar [Ubersicht in

Sorimachi et al., 1997].

Calpain-10 ist eine Protease, deren Gen aus 15 Exons aufgebaut ist. Es existieren mindestens
acht verschiedene Splicevarianten. Die entstehenden Proteine werden in verschiedenen

Geweben unterschiedlich hiufig gefunden [Horikawa et al., 2000].
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1.3.2 VORBEFUNDE ZU CALPAIN-10

1.3.2.1 NIDDM

Genomscreen: Kopplung von NIDDM an Chromosom 2. Hanis und Mitarbeiter fiithrten (1996)
einen Genomsreen bei 330 an NIDDM erkrankten Geschwisterpaare einer mexikanisch-
amerikanischen Population (Mexican Americans) durch. Bei Mitgliedern dieser in Texas, USA,
anséssigen Population kommt eine mehrfach hohere Rate an Diabeteserkrankungen vor als im
Gesamtdurchschnitt der USA. Es konnte ein signifikanter Nachweis fiir Kopplung von NIDDM
an Chromosom 2 erbracht werden. Diese Genregion wurde N/IDDM]I benannt und in die Nihe
des Markers D2S125 auf dem langen Arm des Chromosoms 2 bei 260,6 ¢cM lokalisiert
(Multipoint-Lod-Score = 4,03). Durch eine weitere Verfeinerung der genetischen Karte konnte
NIDDM]I in die Nédhe des Markers D2S140 bei 263,6 cM lokalisiert werden. Das 1-Lod-
Intervall umfasste eine 12 ¢cM groBle Region von 257 ¢M bis 269 c¢cM, die auch D2S125 enthélt
[Hanis et al., 1996].

Cox et al. zeigten 1999, dass eine Interaktion zwischen NIDDM 1 auf Chromosom 2 und einem
Genort in der Nidhe von CYPI9 auf Chromosom 15 bei der mexikanisch-amerikanischen
Population aus Texas, USA, einen Beitrag dazu leistet, an NIDDM zu erkranken [Cox et al.
1999].

SNP-43 und der ,, high-risk“-Diplotyp 112/121. In einer umfangreichen Kopplungsanalyse bei
an NIDDM erkrankten Geschwisterpaaren einer mexikanisch-amerikanischen Population
wiesen Horikawa und Mitarbeiter (2000) in der Region um NIDDM] fiir Variationen im
Calpain-10-Gen Kopplung und Assoziation mit NIDDM nach. Insgesamt wurden hierdurch
14% des populations-attributablen Risikos, an NIDDM zu erkranken, erklért. Das Gen wurde
mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) in der Chromosomen-Bande 2q37.3
lokalisiert. Neben einer Kontrollgruppe (n=112) wurden Erkrankte untersucht, wobei bei den
Erkrankten drei Gruppen gebildet wurden: 1. Gruppe: alle Patienten (n=110), 2. Gruppe:
Patienten mit einem Kopplungsbefund fiir NIDDM1 (n=37) und 3. Gruppe: Patienten mit einem
Kopplungsbefund fiir NIDDM1 auf Chromosom 2 und CYPI9 auf Chromosom 15 (n=20). Bei
Untersuchungen in europiischen Populationen (einer finnischen und einer deutschen) konnten
4% des populations-attributablen Risikos, an NIDDM zu erkranken, durch Variationen in diesen

Genabschnitten erklart werden [Horikawa et al., 2000].

Insbesondere drei intronischen Variationen (SNP-43, -19 und -63; SNP: single nucleotide
polymorphism) wurden untersucht: SNP-43 ist ein hdufiger G>A-Austausch, bei SNP-19
handelt es sich um einen 32-bp Repeat, der entweder in zweifacher oder in dreifacher Kopie
vorliegt und SNP-63 ist ein einfacher C>T-Austausch. Bei SNP-43 zeigte das G-Allel einen

Frequenzanstieg von der Kontrollgruppe iiber die 1. und 2. Patientengruppe zur 3. Gruppe (von
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0,75 in der Kontrollgruppe auf 0,95 in der 3. Patientengruppe) und war zwar mit NIDDM
assoziiert, jedoch wies der G/G-Genotyp selbst keinen signifikanten Anstieg des Diabetes-
Risikos auf. Die Bildung von Haplotypen zeigte, dass ein Haplotyp aus den SNP-43, SNP-19
und SNP-63 einen sog. "at risk"-Haplotyp darstellte. Vier der acht moglichen Haplotypen
wurden in akzeptablen Frequenzen beobachtet. Der Diplotyp (Haplotyp-Kombination) 112/121
war bei an NIDDM Erkrankten am héufigsten vertreten (Reihenfolge im Haplotyp: SNP-43,
SNP-19, SNP-63; SNP-43: 1=G-Allel, 2=A-Allel; SNP-19: 1=2 Kopien des Repeats, 2=3
Kopien des Repeats; SNP-63: 1=C-Allel, 2=T-Allel). Dieser ,,high-risk“-Diplotyp war zudem
mit einem 2,8-fachen Anstieg des Diabetes-Risikos assoziiert und kdnnte fiir die beobachtete
Kopplung verantwortlich sein. Fiir einen der beiden Haplotypen homozygote Individuen zeigten
kein erhohtes Risiko. Es deutete nichts darauf hin, dass einer der drei SNPs eigenstidndig zu
einer Risikoerhdhung beitragen konnte. In beiden Haplotypen lag bei SNP-43 das G-Allel vor.
Dies lieB die Vermutung aufkommen, dass eine bestimmte Kombination zweier Risikofaktoren,
die eigenstidndig nur einen geringen Beitrag leisten, fiir den Risikoanstieg verantwortlich sein
konnte. Dariiber hinaus schien eine gewisse Risiko-Hierarchie zu bestehen: so zeigte der
Haplotyp 112 einen signifikanten Anstieg in Verbindung mit dem Haplotyp 121 und in
Verbindung mit 221 eine signifikante Erniedrigung des Risikos. In Verbindung mit dem
Haplotypen 111 zeigte er sich neutral [Horikawa et al., 2000].

Bei der Analyse der finnischen und deutschen Populationen zeigte sich, dass SNP-43 und SNP-
63 in der finnischen Population mit NIDDM assoziiert waren. Das G-Allel von SNP-43 hatte in
der finnischen Population eine Frequenz von 0,77 bei den Patienten (n=192) und eine Frequenz
von 0,67 bei den Kontrollprobanden (n=191; p=0,0049). Das C-Allel bei SNP-63 hatte eine
Frequenz von 0,93 bei den Patienten und eine Frequenz von 0,97 bei den Kontrollprobanden
(p=0,017). Bei SNP-19 waren keine signifikanten Frequenzunterschiede zu finden. In der
deutschen Population (Dresden) waren bei keinem der drei SNPs signifikante
Frequenzunterschiede zu sehen (Kontrollgruppe: n=90; Patientengruppe: n=232). Bei der
Haplotypfrequenzbestimmung zeigte sich eine signifikante Risikoerhohung fiir NIDDM in
Anwesenheit des Diplotypen 112/121: in Finnland ein 2,55-faches Risiko und in Deutschland
ein 4,97-faches Risiko. Der ,high-risk“-Diplotyp trat bei den nicht an NIDDM erkranken
Probanden mit einer Haufigkeit von 1,3% auf, bei den an NIDDM Erkrankten mit einer
Haufigkeit von 6,1% [Horikawa et al., 2000].

Folgestudien in verschiedenen Populationen. In der Folgezeit wurden in verschiedenen
Populationen mehrere Assoziations- und Kopplungsstudien von SNP-43, -19 und -63 in Bezug
auf NIDDM mit zum Teil unterschiedlichen Ergebnissen durchgefiihrt. Eine Ubersicht gibt
folgende Tabelle 1.6.
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[Nachweis von

Assoziation von CAPN10-Variationen mit NIDDM

werden.

|Population  [Studienergebnis Referenz
Korea Bei an NIDDM Erkrankten hatten 69,4% ein metabolisches Syndrom. Kang et al.,
Patienten mit dem 111/121-Diplotypen wiesen ein erhéhtes Risiko fiir 2006
[Hypertension und ein signifikant hdheres Risiko fiir ein metabolisches Syndrom
auf.
Siidindien ,high-risk“-Diplotyp 112/121 ist signifikant mit NIDDM assoziiert Cassel et
al., 2002
Afro- G/G-Genotyp an SNP-43 hat ein erhéhtes NIDDM-Risiko Garant et
| Amerikaner al., 2002
Polen 121/121-Diplotyp mit signifikant erh6htem NIDDM-Risiko assoziiert, nicht Malecki et
dagegen der 112/121-, high-risk*“-Diplotyp al., 2002
Finnen Bei Patienten mit NIDDM erhohte Frequenzen fiir das G-Allel von SNP-43 und  |Orho-
fiir das T-Allel von SNP-63 im Vergleich zu Gesunden; 121/121-Diplotyp Melander et
signifikant mit erhohtem NIDDM-Risiko assoziiert; bei 112/121 dhnlich erhohtes Jal., 2002
Risiko; G-Allel von SNP-43 mit erh6hten Niichternblutspiegeln an freien
Fettsduren assoziiert.
Skandinavisch|G/G-Genotyp von SNP-43 ging mit erhohter insulinvermittelter Lipogenese im  [Hoffstedt et
subkutanen Fettgewebe einher, ohne jedoch den BMI zu beeinflussen. al., 2002b
Briten [Nicht an NIDDM erkrankte Triger des ,,high-risk“-Diplotyps wiesen beim oralen [Lynn et al.,
Glukosetoleranztest erhohte Niichtern- und 2-Stunden-Glukosewerte und eine 2002
erniedrigte Insulinantwort auf.
[Utah, Trager des 111/221-Diplotyps hatten ein signifikant erhéhtes Risiko fiir NIDDM. [Elbein et
europdische al., 2002
Abstammung
Pima-Indianer[Nicht an NIDDM erkrankte Trager des G/G-Genotyps an SNP-43 wiesen einen  |Baier et al.,
verminderten Postabsorptions- und insulinstimulierten Glukose-Umsatz auf, der [2000
vermutlich auf verminderte Glukoseoxidation zuriickzufiihren war. ,,high-risk*-
Diplotyp ging nicht mit einer erhdhten Anfélligkeit fiir NIDDM einher.
Kein Nachweis von Assoziation von CAPN1(-Variationen mit NIDDM
|Population  [Studienergebnis Referenz
Japaner [Keine Assoziation von CAPNI(-Variationen mit NIDDM nachgewiesen. Iwasaki et
al., 2005
Japaner Keine Assoziation von CAPN1(0-Variationen mit NIDDM nachgewiesen. Horikawa et
al., 2003
Finnen [Keine Assoziation von CAPNI(-Variationen mit NIDDM nachgewiesen. Fingerlin et
al., 2002
Dinen und  [Keine Assoziation von CAPNI(0-Variationen mit NIDDM nachgewiesen. Rasmussen
Schweden et al., 2002
Japaner [Keine Assoziation von SNP-43 und -44 mit NIDDM, jedoch erhdhte Serum- Daimon et
Cholesterol-Spiegel mit beiden SNPs assoziiert. al., 2002
Briten und  [Keine Assoziation zwischen SNP-43, -19 und -63 einzeln oder als Teil eines Evans et al.,
[ren Haplotypen mit NIDDM nachgewiesen. Jedoch zeigt SNP-44 (an SNP-43 2001
angrenzend) Assoziation mit NIDDM.
Polynesier  |[Keine Assoziation zwischen NIDDM und den Allelfrequenzen der SNPs-43, -19 [Tsai et al.,
von Samoa  |und -63 bzw. den aus diesen drei Polymorphismen gebildeten Haplo- und 2001
[Diplotypen nachgewiesen.
Oji-Cree- Keine signifikante Assoziation von SNP-43 mit NIDDM, jedoch konnte eine Hegele et
[Indianer Tendenz hierzu ausgemacht werden. al., 2001
Chinesen Allelfrequenzen der SNPs-43, -19 und -63 unterschieden sich signifikant von Xiang et al.,
denen anderer Populationen. Assoziation konnte jedoch nicht nachgewiesen 2001

Tabelle 1.6: Ubersicht iiber Assoziations- und Kopplungsstudien von SNP-43 -19 und- 63 in Bezug

auf NIDDM
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Wu et al. (2005) zeigten, dass der ,,high-risk“-Diplotyp in einer chinesischen Population das
NIDDM-Risiko sogar senkt, dafiir aber das Risiko, erhdhte Cholesterinwerte aufzuweisen,
erhoht [Wu et al., 2005].

Song et al. (2004) verdffentlichten eine Metaanalyse, die 21 populationsbasierte
Untersuchungen (5013 Fille, 5876 Kontrollen) und 5 familienbasierte Untersuchungen (487
Eltern-Kind-Trios) umfasste. Die an NIDDM Erkrankten hatten hohere BMI-Werte und héhere
Niichterninsulinwerte als die Kontrollprobanden. Bei den populationsbasierten Untersuchungen
konnte aufler in einem rezessiven Modell, in dem fiir das G-Allel von SNP-43 Homozygote ein
um 19% erhohtes Risiko fiir NIDDM im Gegensatz zu A-Allel-Trigern hatten, keine
Assoziation zwischen SNP-43 und NIDDM festgestellt werden. Die signifikante Assoziation
des ,,high-risk“-Diplotypen mit NIDDM sei durch anfangliche, kleinere Studien iiberschétzt
worden. Nach Entfernung dieser Studien aus der Metaanalyse konnte keine Assoziation mehr
festgestellt werden. Dariiber hinaus konnte keine Assoziation zwischen dem G-Allel von SNP-
43 und dem ,high-risk“-Diplotyp und einem metabolischen Phinotyp nachgewiesen werden.
Die familienbasierten Untersuchungen zeigten lediglich eine Ubertransmission des selteneren

C-Allels von SNP-44 [Song et al., 2004].

Fullerton et al. (2002) genotypisierten bei 561 Individuen aus 11 Bevolkerungsgruppen von 5
Kontinenten SNP-43, SNP-19- SNP 63 und vier weitere angrenzende SNPs und untersuchten
ein eventuelles Kopplungsungleichgewicht. Zusétzlich wurden die entsprechenden Regionen bei
Affen untersucht, um die Abstammung zu kldren. Zwischen Afrikanern und Nicht-Afrikanern
zeigten sich in der Verteilung der Genotyp- und Haplotypfrequenzen groBere Unterschiede als
erwartet. Diese Ergebnisse lassen eine positive natiirliche Selektion an dem betreffenden Genort

vermuten [Fullerton et al., 2002].

1.3.2.2 CALPAIN-10 UND WEITERE PHANOTYPEN

Syndrom des polyzystischen Ovars (PCOS). Vom Syndrom des polyzystischen Ovars sind fast
10% der fortpflanzungsfahigen Frauen betroffen [Knochenhauer et al., 1998; Ehrmann et al.,
1995]. PCOS geht mit einem betrachtlichen Risiko einher, gestorte Glukosetoleranz und
NIDDM zu entwickeln [Ehrmann et al., 1999, Legro et al., 1999]. PCOS und NIDDM sind
teilweise auf die gleiche Atiologie zuriickzufiihren [Conn et al., 2000; Dunaif 1997; Ehrmann

1997].

Ehrmann und Mitarbeiter (2002) untersuchten 212 Frauen unterschiedlicher Abstammung, die
am Syndrom des polyzystischen Ovars erkrankt waren. Hierbei fiel auf, dass
Afroamerikanerinnen, die nicht an NIDDM erkrankt waren und den von Horikawa und
Mitarbeitern (2000) beschriebenen 112/121-Diplotyp trugen, im Vergleich zu denen mit

anderen Diplotypen beim oralen Glukosetoleranz-Test signifikant hohere Insulin-Werte
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aufwiesen. Interessanterweise waren die Individuen, die den 112/121-Diplotyp trugen, weniger
adip0s. Zusitzlich war der 112/121-Diplotyp bei Afroamerikanerinnen und bei weilen Frauen
mit einem fast 2-fachen Anstieg des Risikos assoziiert, an PCOS zu erkranken. Allerdings
wurde kein Allel oder Haplotyp von heterozygoten Eltern iiberzufillig haufig transmittiert
[Ehrmann et al., 2002].

Gonzalez und Mitarbeiter (2002) untersuchten 148 Frauen (durchschnittlicher BMI: 23,74
kg/m?*; 29% mit BMI>25 kg/m?®), bei denen das Syndrom des polyzystischen Ovars in
Verbindung mit mindestens einem der Symptome Amenorrhoe, schwere Oligomenorrhoe,
Androgenisierung oder Anovulationsinfertilitdt diagnostiziert wurde. Verglichen mit 93 nicht
verwandten Kontrollprobanden konnte eine Assoziation des C-Allels an UCSNP-44 mit dem
Phénotyp des Syndroms in der spanischen Bevolkerung gezeigt werden (p=0,02). Zusétzlich
wurden verschiedenen CAPNI0-Allele identifiziert, die mit vermehrtem Auftreten von
Hypercholesterindmie (p=0,005) bzw. mit erhdhter familidrer Inzidenz von Krebserkrankungen
(p=0,0005) assoziiert waren [Gonzalez et al., 2003]. Dagegen konnten Haddad und Mitarbeiter
2002 keine Assoziation zwischen PCOS und Variationen in CAPNI0 nachweisen [Haddad et
al., 2002].

Mikrovaskulire Funktion. Shore et al. zeigten bei nicht an NIDDM Erkrankten eine
Assoziation zwischen SNP-43 und der mikrovaskuldren Funktion: Bei G/G-Trager an SNP-43
war nach Erwirmen der Haut eine erhdhte maximale Hyperédmie und ein erniedrigter minimaler

Widerstand zu beobachten [Shore et al., 2002].

1.3.2.3 IN-VIVO-ANALYSEN

CAPNI10-mRNA. Die Skelettmuskulatur gilt als das primédre Gewebe, an dem sich periphere

Insulinresistenz manifestiert.

Horikawa et al. (2000) zeigten, dass der in einem Intron liegende SNP-43 die Mdglichkeit, an
NIDDM zu erkranken, nicht dadurch erhdht, dass das Splicen von CAPNI0-mRNA beeinflusst
wird oder dass CAPNIO Teil eines anderen Gens ist. Wahrscheinlicher ist, dass SNP-43 und
Intron 3 die Transkription und damit die Expression regulieren, indem sie eine Art

Promoterfunktion iibernehmen [Horikawa et al., 2000].

Hierzu lieferte eine Expressions-Untersuchung von Baier und Mitarbeitern (2000) wichtige
Hinweise. Pima-Indianer, die an SNP-43 den G/G-Genotyp trugen, wiesen in der
Skelettmuskulatur verminderte mRNA-Level auf. Dieser Genotyp war aber nicht mit einer
erhohten Anfalligkeit fiir NIDDM assoziiert; es war aber eine erhohte Insulin-Resistenz zu
beobachten. Dies konnte ein Mechanismus sein, tiber den CAPNI0 die Anfilligkeit fiir NIDDM
erhoht [Baier et al., 2000]. Yang und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass die Calpainl0-mRNA-
Menge im Skelettmuskel bei diesen Probanden mit SNP-43 G/G-Genotyp mafgeblich von den
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durch Splicing entstehenden Isoformen Calpain-10a und Calpain-10f bestimmt ist. Insgesamt
entstehen mindestens 8 unterschiedliche Isoformen: Calpain-10a bis -10h. Im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe mit Probanden, die an SNP-43 den Genotyp G/A oder A/A trugen, ging die
verminderte Menge an Caplain-10-mRNA bei G/G-Tragern mit verminderter Expression von

Calpain-10a und -10f einher [Yang et al., 2001].

Ma und Mitarbeiter entwickelten 2001 einen polyklonalen Antikorper gegen das Calpain-10 der
Ratte. Damit untersuchten sie das Expressionsmuster des Calpain-10 in Geweben von Ratten,
von Méusen und von Menschen. Sie untermauerten die Annahme, dass Calpain-10 eine
ubiquitdr vorkommende Protease ist, und dass die Hohe der Expression und die intrazellulére
Verteilung von Kalzium beeinflusst wird [Ma et al., 2001]. 2005 wiesen Marshall und
Mitarbeiter korrespondierenden Anstieg von CAPNI0-Expression und Insulinsekretion nach
und postulierten, dass eine Isoform des Calpain-10 als eine Art Kalzium-Sensor dient, um die
Exozytose der Beta-Zellen des Pankreas und damit Stoffwechselvorgénge zu steuern [Marshall

et al., 2005].

Logie et al. (2005) stiitzten die Annahme, dass Calpaine eine Rolle bei der insulinstimulierten
Glukoseaufnahme spielen, wie es fiir die Pathogenese von periphere Insulinresistenz bei
NIDDM von Bedeutung sein konnte [Logie et al., 2005]. Carlsson et al. (2005) bestitigten
erniedrigte mRNA-Level bei G/G-Genotyptridgern an SNP-43 und zeigten zusétzlich, dass nach
einer 24-h-Infusion von Lipiden Probanden mit normaler im Gegensatz zu denen mit gestorter

Glukosetoleranz erhohte mRNA-Level aufwiesen [Carlsson et al., 2005].

Beta-Adrenorezeptor-stimulierte Lipolyse. 2002 untersuchten Hoffstedt und Mitarbeiter die
Beziehung zwischen abdominellem subkutanen Fettgewebe und den drei Polymorphismen SNP-
19, -43 und - 63. Bei iibergewichtigen Probanden (BMI > 25 kg/m’) wurde eine starke
Assoziation zwischen der lipolytischen Funktion des beta-3-adrenergen Rezeptors (B3AR) in
Fettzellen und dem SNP-19 gefunden, die bei diinnen Probanden nicht nachgewiesen werden
konnte. Trager der 1/1 Kombination an SNP-19 wiesen eine 30-fach erniedrigte lipolytische
Empfindlichkeit der B3AR im Vergleich zu den 1/2- und 2/2-Kombinationen. Dies war bei
beiden Geschlechtern zu beobachten und wurde nicht von SNP-43 oder -63 beeinflusst

[Hoffstedt et al., 2002a].

GLUT4. Paul und Mitarbeiter (2003) untersuchten den Mechanismus, mit dem Calpain die
insulin-vermittelte Glukoseaufnahme in bestimmte Fettzellen beeinflusst. Sie konnten zeigen,
dass die Inhibition der Calpainaktivitdt in einer fast 60%igen Verminderung der Insulin-
vermittelten Glukoseaufnahme resultierte. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Inhibition von
Calpain-10 die Insulin-vermittelte Migration von GLUT4-(Glukose Transporter 4)-Vesikel zur
Plasmamembran und die dafiir ndtige Aktinreorganisation in bestimmten Adipozyten bremste.

Calpain spielt also bei der Bewegung von GLUT4-Vesikeln eine Rolle und ist mit dem
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Glukosestoffwechsel der Fettzellen verkniipft [Paul et al., 2003]. 2005 zeigten Cooke und Patel
dagegen, dass die GLUT4 Expression in Adipozyten durch Proteosomen-Inhibitoren, nicht aber

durch selektivere Calpain-Inhibitoren vermindert wird [Cooke und Patel, 2005].

1.3.2.4 TIERMODELLE

Unter der Annahme, dass Fasten Muskelabbau verursacht, fanden Salem und Mitarbeiter (2005)
heraus, dass bei der Regenbogenforelle nach 35-tdgigem Fasten die Expression von Calpain-1,
Calpain-2 und Calpastatinen stimuliert war. Damit verbunden war einer 1,23-fache Erhohung
der Kkatalytischen Aktivitit der Calpaine. Dies legt nahe, dass Calpaine bei der

Proteinmobilisation, die der Energiebereitstellung dient, eine Rolle spielen [Salem et al., 2005].

1.3.3 VERKNUPFUNG ZWISCHEN CALPAIN-10 UND ADIPOSITAS

Adipositas ist oft mit NIDDM vergesellschaftet und pradestiniert selbst zu NIDDM [Kopelman,
2000]. Nach der "Nurses Cohort Study" von 1995 war der BMI-Wert nach Korrektur fiir das
Alter der wichtigste Vorhersagewert fiir das Risiko, an Diabetes zu erkranken. Im Vergleich zu
Frauen mit einem BMI von weniger als 21 kg/m’ stieg das Diabetes-Risiko bei Frauen mit
einem BMI von 25 kg/m’ auf das fiinffache, bei Frauen mit einem BMI von 30 kg/m” auf das
28-fache und bei Frauen mit einem BMI von 35 kg/m’ oder mehr auf das 93-fache [Colditz et
al., 1995].

Parallel dazu stieg in einer Untersuchung das NIDDM-Risiko bei Ménnern mit einem BMI {iber
24 kg/m” an. Verglichen mit Méannern, die einen BMI von weniger als 21 kg/m” hatten, erhchte
sich das alterskorrigierte Risiko, an NIDDM zu erkranken, bei Minnern mit einem BMI
zwischen 25 und 26,9 kg/m2 auf das 2,2-fache, bei Méannern mit einem BMI zwischen 29 und
30 kg/m” auf das 6,7-fache und bei Mannern mit einem BMI von 35 und mehr kg/m’auf das 42-
fache [Chan et al., 1994].

Es liegt nahe, dass eine genetische Variante, die bei der Entstehung von NIDDM eine Rolle
spielt, ebenso zur Adipositas beitragen kann und jugendliche Adipositas spiter zu NIDDM
fiihren kann. Die steigende Privalenz von NIDDM konnte eins der ersten Anzeichen fiir das

wachsende Problem der Adipositas in Europa sein [Seidell, 1997].

Carlsson et al. (2004) untersuchten bei Schweden die mogliche Rolle von CAPNI0 bei der
Entstehung von Adipositas. Sie untersuchten je 235 adipdse und nichtadipose Probanden in
einer Fall-Kontroll-Studie und bei 116 Eltern-Kind-Trios wurde der TDT berechnet. Zusétzlich
wurde bei 33 adipdsen Probanden eine Biopsie des subkutanen Fettgewebes entnommen, um die
CAPNI10-mRNA-Expression zu messen. Es konnte keine Assoziation zwischen SNP-43 und
Adipositas nachgewiesen werden, jedoch hatten Probanden, die homozygot fiir das SNP-43-G-
Allel waren, signifikant hohere Triglyzerid-Level als die Trager eines A-Allels. Zusétzlich war
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die CAPNI10-mRNA-Expression bei Probanden mit dem SNP-43-G/G-Genotyp im Vergleich zu

denen, die den Genotyp G/A aufwiesen, signifikant erniedrigt. Dies legt die Vermutung nahe,

dass reduzierte CAPN10-Expression bei Adiposen ein Risikofaktor fiir Merkmale, die mit dem

metabolischen Syndrom vergesellschaftet sind, sein konnte, obwohl hier Variationen im

CAPNI0-Gen per se nicht das Risiko, Adipositas zu entwickeln, zu erhéhen scheinen. [Carlsson

et al., 2004].

Aus folgenden Uberlegungen heraus kann die nihere Untersuchung des Calpain-10-Gens einen

wertvollen Beitrag fiir das Verstdndnis der Adipositasentstehung leisten:

a)

b)

d)

Calpain-10 zeigt einen neuen Stoffwechselweg in der Pathopyhsiologie von NIDDM auf. Es
ist das dritte Beispiel einer Protease, die zur Entstehung von Diabetes beitragt. Die anderen
beiden (Prohormon-Convertase-1 und Prohormon-"prozessierende" Carboxypeptidase E)
sind mit NIDDM und Adipositas bei Menschen [Naggert et al., 1995] und Méusen [Jackson
et al., 1997] assoziiert.

Bei einem Genomscreen fiir Adipositas trat ein Kopplungsbefund in der Region um

CAPNI10 auf Chromosom 2q37 auf [Hager et al., 1998].

Der Phénotyp der Pima-Indianer, die den UCSNP-43 G/G-Genotyp zeigen, ist dem dhnlich,
der in Hungerzeiten von Vorteil ist. Daher konnte das G-Allel als "thrifty"-, als "Geiz-Allel*

angesehen werden [Baier et al., 2000].

Calpaine sind Proteasen, die Aktivierung und Deaktivierung von Proteinen bewirken, indem
sie Teile derselben modifizieren. Sie sind in eine Vielzahl von Vorgédngen eingebettet, z.B.
spielen sie bei der intrazelluldren Signaliibermittlung und bei der Proliferation und
Differenzierung von Zellen eine Rolle und kdnnten auch bei Adipozytendifferenzierung und
-wachstum eine Rolle spielen. Calpain-10 findet sich neben Pankreas- und Muskelzellen

auch in Fettzellen [Horikawa et al., 2000; Sorimachi et al., 1997].

Gonzalez und Mitarbeiter identifizierten mehrere Calpain-10-Allele, die mit dem gehduften
Auftreten von Hypercholesterindmie assoziiert waren, d.h. direkt mit dem Fettstoffwechsel
in Verbindung gebracht werden konnen. Daimon und Mitarbeiter fanden
Allelkombinationen von UCSNP-43 und -44, die auch mit erhohten Serum-Cholesterol-
Spiegeln verkniipft waren [Gonzalez et al., 2003; Daimon et al., 2002].

Paul und Mitarbeiter zeigten 2003, dass die Inhibition der Calpainaktivitdt in einer fast
60%igen Verminderung der Insulin-vermittelten Glukoseaufnahme in bestimmte Fettzellen
resultierte. Weiterhin bremste die Inhibition von Calpain-10 die Insulin-vermittelte
Bewegung der GLUT4-Vesikel zur Plasmamembran und die dafir notige Aktin-
Reorganisation. Dies stellt eine Verbindung zwischen Calpain-10 und dem Stoffwechseln

von Fettzellen dar [Paul et al., 2003].
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1.4 ZIEL DER ARBEIT

Ein wichtiges Ziel der rezenten Adipositas-Forschung ist es, die zugrunde liegenden
genetischen Mechanismen dieser komplexen Erkrankung zu beleuchten. Im Gegensatz zu
einfachen, nach den Mendelschen Gesetzen vererbten Krankheiten, sind komplexe Krankheiten
meist das Ergebnis von Aktion und Interaktion vieler Gene untereinander und mit
Umweltfaktoren. Der genetische Einfluss kann von polygenisch, also mit vielen Einfluss
nehmenden Genen, bei denen der Gen-Einzeleffekt eher gering ist, bis hin zu monogenen, mit
relativ wenigen Genen mit vergleichbar hohem Einfluss des einzelnen Gens auf den Phénotyp,

sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von 6 Polymorphismen (SNP-43, SNP-19,
SNP-63, SNP-38, SNP-118 und SNP-38) im Calpain-10-Gen bei extrem adipdsen Kindern und
Jugendlichen, deren adiposen Geschwistern und ihren Eltern auf den Phénotyp Adipositas zu

priifen.
Die Hypothesen lauten:

HO: Die Verteilung der Polymorphismen im Calpain-10-Gen steht in keinem Assoziations-
oder Transmissionsungleichgewicht mit dem Phénotyp der friih manifesten extremen

Adipositas.

H1: Die Verteilung der Polymorphismen im Calpain-10-Gen steht in einem Assoziations-
oder Transmissionsungleichgewicht mit dem Phénotyp der friih manifesten extremen

Adipositas.

Um einen eventuellen Einfluss zu priifen, wurden mit den genannten sechs Polymorphismen
Assoziationsstudien und Studien zum Transmissionsungleichgewicht durchgefiihrt. Zusétzlich
wurden aus den Polymorphismen Haplotypen gebildet, wobei besonderes Augenmerk auf den
aus den SNPs -43, -19 und -63 gebildeten Haplotyp gelegt wurde. Auch die Diplotypen wurden
untersucht. Um Haplotypen zu bilden, wurden zwei flankierende Mikrosatellitenmarker

(D2S125 und D2S2338) typisiert.
Mittels PCR und Restriktionsverdau wurden die Allel- und Haplotypfrequenzen bestimmt.
Es wurden folgende Fragestellungen gepriift:

a) Tritt fiir den Diplotyp 112-121, der aus der SNP-Kombination 43-19-63 gebildet
wird, Transmission-Ungleichgewicht auf, d.h. wurde iberzufillig hdufig dieser
Diplotyp von den Eltern auf die Kinder weitervererbt und ist dieser Diplotyp mit friih

manifester extremer Adipositas assoziiert?

b) Fiir das G-Allel, das "high-risk"-Allel des SNP-43 fiir NIDDM, soll der PDT

21



Einleitung

aussagen, ob bei homozygotem Vorliegen (G/G) eine Assoziation mit frith manifester

Adipositas besteht.

Explorativ soll geklart werden, ob einer der flankierenden SNPs (SNP-118, -38

und -48) bei Adipositas Transmissionsungleichgewicht zeigt.
Der PDT soll explorativ fiir alle SNPs berechnet werden.

Explorativ sollen die {brigen mdglichen Diplotypen auf ein eventuelles

Transmissionsungleichgewicht gepriift werden.
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2 PROBANDENKOLLEKTIV, MATERIAL UND METHODEN

2.1 PROBANDEN

Fiir die Assoziations- und Kopplungsstudien wurden 166 Familien untersucht, die aus einem
extrem adipdsen Kind bzw. Jugendlichen, sowie einem oder mehreren adipdsen Geschwistern
und beiden biologischen Eltern bestanden. Die BMI-Werte aller Probanden wurden auf Basis

des gemessenen Korpergewichts und der Korperhohe ermittelt.

Adipose Kinder und Jugendliche, sowie deren Geschwister und Eltern wurden in Kliniken in
Murnau, Berchtesgaden und Bad Orb, die sich auf die Behandlung von extremem Ubergewicht

spezialisiert haben, von Mitarbeitern der Klinischen Forschergruppe Marburg rekrutiert.
Voraussetzungen fiir die Aufnahme in die Studie waren:

Indexproband: BMI > 95 BMI-Altersperzentile

Geschwister: BMI > 90. Altersperzentile

Alle Probanden bzw. bei Minderjéhrigen deren Erziehungsberechtigte gaben ihr schriftliches
Einverstindnis. Eine Bewilligung der Ethikkommission der Philipps-Universitit Marburg liegt

vor. Die folgende Tabelle 2.1 gibt die Zusammensetzung der Studiengruppe wieder.

Durchschnitts- Durchschnitt- Durchschnittliche M1r.11male und
Gruppe Anzahl alter +8 licher BMI+5 | BMI-Perzentile +§ ma;g;lzaelitﬁiwl_
[Jahre] [kg/m’] [%] %]
Indexprobanden | 166 13,5+2,6 32,346,0 99,3+1,4 95-100
Geschwister 193 15,0+5,2 28,7+£5,5 97,4+2,9 90-100
Miitter 166 41,6£5,2 31,346,3 86,3+18,9 7-100
Viiter 166 44.7+£5,9 31,045,4 82,4+22.6 2-100

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der Studiengruppe

Tabelle 2.2 gibt die Geschlechterverteilung bei den Indexprobanden und den Geschwistern

wieder.
Indexprobanden Geschwister
weiblich n=97 58.4% n=102 52,9%
ménnlich n=69 41,6% n=91 47,1%

Tabelle 2.2: Geschlechterverteilung bei den Indexprobanden und den Geschwistern

23




Probandenkollektiv, Material und Methoden

2.2 VERWENDETE MATERIALIEN

2.2.1 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Tabelle 2.3 gibt die verwendeten Chemikalien wieder.

Chemikalie Hersteller

123-bp-Marker Gibco BRL

2'Propanol (Isopropanol) Riedel-de-Haen
|Acrylamid-Bis-Acrylamid (37,5:1) Quantum

[Agarose NEEO Roth
IAmmoniumperoxidsulfat (NH,4),S,04 Amersham Pharmacia Biotech
[Aqua ad injectabile Braun

Borsédure Riedel-de-Haen

Bromphenol blau Merck

[Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
IDNA-Polymerisationsmix (ANTP) Amersham Pharmacia Biotech
Essigsdure (C,H;0,) Riedel-de-Haen

[Ethanol, absolut Riedel-de-Haen

Ethanol, vergillt 100% Apotheke

Ethidiumbromid Roth
Ethylenediamin-tetraaceticacid- 2Na2H,0O (EDTA) Roth

Ficoll (Type 400) Pharmacia Biotech
Formaldehyd 37% Merck

Formamid Sigma

Glycerol Sigma

HPLC-Wasser Merck

Kaliumchlorid (KCl) Merck

Loading Dye (Stopp- und Ladepuffer) Amersham Pharmacia Biotech
Long Ranger 50% (Acrylamid-Mischung) BioWhittaker Molecular Applications
Magnesiumchlorid (MgCl,) MWG/Sigma
[Natriumcarbonat (NaCos) Merck

[Natriumchlorid (NaCl) Roth

PCR-Puffer (10x) (magnesiumfrei) MWG/Sigma

Puffer 0 MBI Fermentas

Puffer Sdal” MBI Fermentas

Puffer Y*/Tango™ MBI Fermentas

Salpetersdure (HNO;) Merck

Salzséure (HCI) Merck

Silbernitrat (AgNO3) Roth

Sodiumdodicylsulfat (SDS) Merck

Temed (CsH;gN>) Sigma

TrisHCL Roth

Urea (Harnstoff) Amersham Pharmacia Biotech
Xylene-Zyanol blau Merck

Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien und ihre Hersteller
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2.2.2 VERWENDETE ENZYME

Tabelle 2.4 gibt die verwendeten Enzyme wieder. Fiir ein genauere Beschreibung der Enzyme s.

Tabelle 2.28 auf Seite 41.

Enzym Bezugsquelle
BspTI MBI Fermentas
Sdal MBI Fermentas
Bsel Ll MBI Fermentas
Pronase E Sigma
Tag- Polymerase MWG (SNP-19, SNP-38, SNP-48 und SNP-63)
Sigma (SNP-118 und SNP-43)

Tabelle 2.4: Enzyme und ihre Bezugsquellen
2.2.3 VERWENDETE PUFFER

Alle verwendeten Losungen wurden mit aqua bidest. angesetzt und, wenn nicht anders erwihnt,
anschlieend autoklaviert. Die hierfiir verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen
Merck, Roth und Sigma bezogen.

2.2.3.1 PUFFER FUR DIE DNA-EXTRAKTION

Verwendet wurden ein red cell lysis buffer (RCLB) mit pH = 7,6, ein SE-Puffer mit pH= 8,0
und ein TE-Puffer mit pH = 8,0. Die Zusammensetzung wird in Tabelle 2.7 auf Seite 28
aufgefiihrt.

2.2.3.2 PUFFERFURDIE PCR

Die Zusammensetzungen der bei der PCR verwendeten Puffer, die von den Firmen Sigma ARK
und MWG bezogenen wurden, sind in Tabelle 2.9 auf Seite 32 angegeben.

2.2.3.3 PUFFER FUR DIE RESTRIKTIONSENZYME

Die bei der Restriktion verwendeten Puffer wurden von der Firma MBI Fermentas bezogen.
Ihre Zusammensetzungen sind in Tabelle 2.29 auf Seite 42 aufgefiihrt.

2.2.3.4 PUFFER FUR DIE AGAROSE-GEL-ELEKTROPHORESE

Die bei der Agarose-Gel-Elektrophorese verwendeten Puffer (50xTAE, 1xTAE und
Auftragspuffer) sind in Tabelle 2.38, Tabelle 2.39 und Tabelle 2.40 auf den Seiten 49 und 50
aufgefiihrt.
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2.2.4 OLIGONUKLEOTIDE

Alle Primer wurden vom Hersteller im Synthesemalstab 0,2 pmol produziert und mittels HPLC

aufgereinigt.

In Tabelle 2.5 sind alle benutzten Primer und ihre Hersteller genannt. Die zugehdrigen

Sequenzen sind in Tabelle 2.10 auf Seite 33 aufgefiihrt.

Oligonukleotide Hersteller
Cal-118-F
Cal-118-R

Cal-19-F
Cal-19-R
Cal-38-F
Cal-38-R
Cal-48-F
Cal-48-R
ARMS:
Cal-63-F
Cal-63var-F Sigma ARK
Cal-63-R
Cal-43c-F
Cal-43d-R MWG
Cal-43dvar-R
Mikrosatelliten-Typisierung:
D2S125-F (modifiziert mit Farbstoff IRD 700)
D2S125-R
D2S2338-F (modifiziert mit Farbstoff IRD 700)
D2S2338-R

Sigma ARK

MWG-Biotech

Tabelle 2.5: Verwendete Primer und ihre Hersteller'

1 . . . . . .
Die verwendeten Primer wurden hier zur besseren Unterscheidung von den Polymorphismen mit ,,Cal-*

bezeichnet.
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2.2.5 VERWENDETE GROBGERATE

Tabelle 2.6 gibt die verwendeten Groflgeréte und ihre Hersteller an.

Gerit Typenbezeichnung Hersteller
Analyse-Waage SBC 51 Scaltec
Autoklav 3850 EL Tuttnauer
Eismaschine AF-10 Scotsman
Elektrophoresekammer Maxi Gel System Owl-Scientific

Gefrierschrinke (-80° C)

mit Oldrehschieberpumpe

und Kaltefalle
Gradientenzykler
[Kamera
Kiihlschranke
Kiihlzentrifuge
Magnetriihrer
pH-Meter
[Photometer
Reinstwasseranlage
Schiittelwasserbad
Stromgeber

Stromgeber

Thermozykler grof3
Thermozykler klein

Thermozykler, dreifach

Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Transilluminator
Vortex-Schiittelgerit
'Wiarmeschrianke
'Wipp-Schiittler

Sequencer mit Dual-Laser-

System

Ultra low freezer U57085 und C 66085 New Brunswick Scientific
Geltrockner mit Zeitschaltuhr Uni geldryer 4050

Uni cryo MC 2L - 60° C
Multiblock System MBS 0,2G
Digitales Videosystem
glassline

Megafuge 2.0 R

IKAMAG RH
Labor-pH-mV-Meter pH 525
GeneQuant II

MiliQplus

1083 GFL

Uniequip

Hybaid Ltd.

Polaroid

Liebherr

Heraeus

IKA-Works Inc.

WTW

Amersham Pharmacia Biotech
Milipore

GFL

Electrophoresis Power Supply EPS 301 Amersham Pharmacia Biotech

Microcomputer Electrophoresis Power

Supply E452 und E 734

Gene Amp PCR System 9600
Gene Amp PCR System 2400
Touchdown

Labofuge 400 E

Biofugel3

UV-TM-25

MINI Schiittler MS 1
Function line Typ UT12
Duomax 1030

Li-cor DNA Analyzer Gene Readir
4200

Consort

Perkin Elmer

Perkin Elmer

Hybaid Ltd.

Heraeus

Heraeus

Hoefer Scientific Instruments
IKA-Works Inc.

Heraeus

Heidolph

MWG-Biotech

Tabelle 2.6: Verwendete Grofigeriite und ihre Hersteller
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2.3 DNA-EXTRAKTION

Genauso wie man ein Gewebe in die lebenden Zellarten, aus denen es besteht, zerteilen kann, so
lasst sich eine Zelle in ihre funktionstiichtigen Organellen und Makromolekiile aufteilen. Durch
osmotischen Schock werden die Blutzellen zum Platzen gebracht. Die verschiedenartigen
Komponenten der durch das Aufbrechen entstandenen Mischung werden durch Zentrifugieren
ihrer Masse und Dichte nach getrennt. Bei niedrigen Geschwindigkeiten sedimentieren schwere
Komponenten — wie Kerne und nicht aufgebrochene Zellen — schnell und bilden am Boden des
Zentrifugenréhrchens einen Niederschlag (Sediment). Zellproteine werden enzymatisch
gespalten und durch hochprozentige Salzlosung gefdllt. Ethanol fiihrt dazu, dass die DNA aus
dem Zellkern an der Oberfliche schwimmt. Nach dem Losen in einem geeigneten Puffer und
der Konzentrationsbestimmung kann die DNA auf eine definierte Konzentration verdiinnt

werden [Alberts et al., 1996; Gassen und Minol, 1996].

2.3.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.7 werden die Bestandteile und Konzentrationen der bei der DNA-Extraktion

verwendeten Losungen aufgefiihrt.

Puffer Konzentration Reagenzien g/1000ml aqua bidest.

Red cell lysis buffer (RCLB) 10 mM TrisHCl 1,21

. 5 mM MgCl, 1,02

p , 10 mM NaCl 0,58

} 75 mM NaCl 4,39

SE-Puffer (pH= 8,0) 25 mM Na,EDTA 8,41

10 mM TrisHcl 1,21

TE-Puffer (pH = 8,0) 1 mM Na,EDTA 0,34

absolut

Ethanol 70 %
NaCl-Losung SM

Tabelle 2.7: Bei der DNA-Extraktion verwendete Losungen

In Tabelle 2.8 werden die Bestandteile des Pronase-Reaktionsmixes genannt. Die Pronase E
wird in aqua dest. zu einer Konzentration von 10 mg/ml geldst. Aliquots werden bei —20° C

gelagert.
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Reagenzien Einzelprobe
SE-Puffer Sml
Pronase E 10 mg/ml (in aq. dest.) 25 ul
SDS 10 % 500 pl

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des bei der DNA-Extraktion angewendeten Pronase-
Reaktionsmixes

2.3.2 DURCHFUHRUNG

Die DNA extrahierten wir mit der Aussalzungsmethode nach Miller (1988) aus Leukozyten. Die
Extraktion erstreckt sich iiber zwei Tage. Es wird EDTA-Blut verwendet, da das EDTA die
Koagulation des Blutes verhindert. In einem 50-ml-Falcon werden dann 10-20 ml dieses EDTA-
Blutes mit 30 ml eiskaltem RCLB gemischt, wodurch die Zellen lysieren. Diese Mischung muss
15 min bei 4° C inkubieren und wahrenddessen drei- bis viermal gemischt werden. Dann wird
das Gemisch 10 min bei 4° C und maximaler Geschwindigkeit (3300 Umdrehungen pro Minute)
zentrifugiert (Heraeus, Megafuge). Der Uberschuss wird abgegossen und das Sediment, in dem
sich die Zellkerne und Mitochondrien mit der DNA befinden, wird mit etwas RCLB
aufgenommen und dann mit RCLB auf 25 ml aufgefiillt. AnschlieBend wird dieses Gemisch
wieder 10 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das neu entstandene Sediment
wird mit 5,5 ml Pronase-Reaktionsmix aufgenommen und tiber Nacht bei 37° C schiittelnd
(GFL, Schiittelwasserbad) inkubiert. Die Losung muss klar sein. In dieser Zeit baut die Pronase

E die in dem Gemisch befindlichen Proteine ab.

Zu dieser Losung werden am néchsten Tag jeweils 5 ml SE-Puffer hinzugegeben und die
Losung dann 10 min, gegebenenfalls auch ldnger, bei 55° C schiittelnd (GFL,
Schiittelwasserbad) inkubiert. Zur Proteinfallung sollen die Proben sofort nach Zugabe von 2,5
ml 5 M NaCl-Lésung 15 Sekunden gevortext werden (IKA-Works, MINI-Schiittler). Danach
werden die Proben bei Raumtemperatur und mit 3300 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
(Heraeus, Megafuge), wobei sich die durch die Salzlosung geféllten Proteine absetzen. Der
Uberstand, in dem sich nun die DNA befindet, wird in ein 50-ml-Falcon umgefiillt. Dieses
Falcon wird mit Ethanol aufgefiillt, und die beiden entstehenden Phasen werden langsam
gemischt. Die DNA sollte durch die Alkoholzugabe an der Oberfliche schwimmen. Danach
wird die DNA mit einem Haken (Pasteurpipette mit zusammengeschmolzener Spitze) gefischt,
kurz in 70 % Ethanol geschwenkt und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer mit pH 8,0 bei
4° C iiber Nacht (Heidolph, Rotor Duomax 1030) oder 1-2 h bei 50° C im Wasserbad (GFL,
Schiittelwasserbad) geldst.

Anders wird bei vielen kleinen DNA-Bruchstiicken verfahren: Nach der Féllung wird die DNA
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fiir 20 min bei Raumtemperatur und maximaler Geschwindigkeit ein weiteres Mal zentrifugiert
(Heraeus, Megafuge). Die DNA setzt sich auf dem Boden des Falcons ab und der Uberstand
kann abgegossen werden. In das Falcon werden 1,5 ml 70 % Ethanol gegeben, um beides
gemeinsam in ein Eppendorf-Cup iiberfithren zu konnen. Das Gemisch wird bei 14 000 x g
zentrifugiert (Heraeus, Labofuge 400 E), dann das Ethanol entfernt. Das Pellet, das die DNA
enthdlt, soll einige Minuten an der Luft trocknen und, wie weiter oben beschrieben, in TE-

Puffer gelost werden [modifiziert nach Miller et al., 1988].

2.3.3 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Die Menge an DNA, die aus verschiedenen Blutproben gewonnen werden kann, ist sehr
unterschiedlich und muss daher bestimmt werden. Die Konzentration der in TE-Puffer geldsten
DNA wird mit Hilfe eines Photometers (Amersham Pharmacia Biotech, GeneQuant II)
bestimmt. Die geloste DNA wird mit destilliertem Wasser 1:200 verdiinnt und die Extinktion
dieser Losung im Photometer gemessen. Folgende Formel dient zur Berechung der

Konzentration:

DNA-Konzentration (pug/ml) = Verdiinnung x 50 ug/ml x Ezs0 um
mit Eyg) ,m = Extinktion bei 260 nm

Die erreichte DNA-Konzentration sollte zwischen 300 und 1000 pg/ml liegen und das
Verhiéltnis zwischen DNA und Proteinen sollte 1,5 nicht unterschreiten.
2.3.4 DNA-VERDUNNUNG

Nachdem die DNA-Konzentration bestimmt wurde, wird ein Teil der DNA-TE-Losung so mit
aqua bidest. verdiinnt, dass die DNA-Konzentration der Verdiinnung 25 ng/pl betrégt. Sowohl
die Verdiinnungen als auch die Ursprungslésungen werden bei -80° C tiefgefroren.

2.3.5 MIKROTITERPLATTEN

Zur einfacheren Verarbeitung der Proben werden die DNA-Verdiinnungen auf Mikrotiterplatten
verteilt. Auf Eis werden in jedes der 96 Wells einer Platte 30ul pipettiert und die Platten bei
minus 20° C tiefgefroren.

2.3.6 ANMERKUNG

Nur ein Teil der Blutproben wurde von mir selbst extrahiert. Zum grofen Teil konnte ich auf die

Besténde der Klinischen Forschergruppe zuriickgreifen.
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2.4 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction - PCR) ist eine in vitro
Methode, um zellunabhingig eine definierte DNA-Sequenz schnell vervielfiltigen zu konnen.
Die PCR wurde 1987 von Mullis und Faloona entwickelt; seitdem zdhlt sie in
molekularbiologischen Laboren zu einer Routinemethode [Mullis et Faloona, 1987]. Da es sich
um eine Hintereinanderschaltung von vielen Polymeraseschritten handelt, sprich man von

Polymerase-Kettenreaktion.

Als Ausgangsmaterial dient genomische DNA oder cDNA. Synthetisch hergestellte
Oligonukleotide (Primer) sind zu kurzen Abschnitten der zu kopierenden DNA-Einzelstringe
komplementdr und rahmen so das Zielgebiet ein. Um sie herzustellen, bendtigt man
Informationen iiber die Sequenz, die vervielfaltigt werden soll. Primer dienen als Startpunkt fiir
eine Kettenverlédngerung, da an ihren 3'-Enden eine DNA-Polymerase die entsprechenden
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP) anbauen kann. Die Primer sollten so gewéhlt werden,
dass sie sich an ihrem 3'-Ende nicht aneinander anlagern konnen und sie in etwa gleich lang
sind (zwischen 15 und 30 Basen, Unterschied zwischen den beiden Primern nicht gréBer als 2-3
Basen). Tandemformige Wiederholungen sollten vermieden werden und der GC-Gehalt sollte
50% betragen. Er bestimmt die Schmelztemperatur, die bei beiden Primern &hnlich sein sollte.

Zur ungefahren Berechnung der Schmelztemperatur kann folgende Formel verwendet werden:

Schmelztemperatur T,,, [° C]= 2 x Anzahl der AT-Basenpaare + 4 x Anzahl GC-Basenpaare

Durch die Entdeckung einer hitzestabilen Polymerase ist es moglich geworden, die
Zyklenabfolge zu automatisieren. Die hier verwendete Polymerase wird aus dem
Mikroorganismus Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) gewonnen, der in heilen Quellen
seinen natiirlichen Lebensraum hat. Jeder Zyklus besteht aus drei zeitlich genau definierten
Abschnitten. In jedem Zyklus dient zusétzlich die neusynthetisierte DNA als Matrize, so dass

eine exponentielle Vermehrung der oft nur in geringer Menge vorliegenden Ausgangs-DNA

moglich ist. Man erhilt etwa 2" Kopien (n = Anzahl der Zyklen). Die Tag-Polymerase reagiert
empfindlich auf die Magnesiumchloridkonzentration. Da Desoxynukleosidtriphosphate
dquimolar Magnesiumionen binden, ist die genaue Konzentration an freiem Magnesium von der
Konzentration der dNTPs abhdngig. Ebenso bindet EDTA zweiwertige Kationen wie
Magnesiumionen. Die Konzentration an Magnesiumionen sollte zwischen 1,5 und 4 mM liegen,
da es bei niedrigeren Konzentrationen zur Inaktivierung der 7Tag-Polymerase kommen kann und

bei hoheren die Bildung von Nebenprodukten steigt. Die einzelnen Schritte eines Zyklus sind:
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e Denaturierung: Bei 93-95° C zerfallt menschliche genomische DNA in Einzelstrange.
Nur wenn die DNA in Einzelstringen vorliegt, konnen sich die Primer anlagern. Die
Tag-Polymerase wird durch die hohe Temperatur idealerweise nicht zerstort, muss also

nur einmal zu Beginn in ausreichender Menge zugegeben werden.

e Anlagerung (Annealing): Bei 50-70° C lagern sich die Primer an die Einzelstringe an.
Die genaue Temperatur liegt meist etwa 5° C unter der errechneten Schmelztemperatur
der Primer. Es sollte ein Primeriiberschuss vorliegen, um spontane Renaturierung der

DNA-Einzelstrdnge zu minimieren.

e Synthese (Kettenverlingerung): Das Arbeitsoptimum der 7ag-Polymerase liegt bei 70-
75° C. In einer Sekunde werden bis zu 150 Nukleotide angebaut.

Diesen Zyklen wird ein ldngerer Denaturierungsschritt (z.B. 5 Minuten bei 94° C) vorangestellt,
um die Bildung der Einzelstringe voranzutreiben. Ein ldngerer Syntheseschritt (z.B. 5 Minuten
bei 72° C) nach der Zyklenfolge soll die Fertigstellung von inkomplett gebildeten DNA-Kopien
ermdglichen. Danach wird das Gemisch auf 4° C abgekiihlt und muss somit nicht sofort

weiterverarbeitet werden [Strachan und Read, 1996; Mullis et Faloona, 1987].
2.4.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

2.4.1.1 PUFFER UND MAGNESIUMCHLORID

Fiir die PCR wurden die von dem jeweiligen Hersteller mit der Tag-Polymerase mitgelieferten
Puffer und das MgCl, verwendet. Fiir die Primer Cal-19, Cal-38, Cal-48 und Cal-63 wurden die
Reagenzien von der Firma MWG benutzt, fiir Cal-118 und Cal-43 die von Sigma.

Tabelle 2.9 gibt die Zusammensetzung der Puffer an. Die MgCl,-Stocklosungen lagen in einer

Konzentration von 25 mM vor.

Hersteller Zusammensetzung
Sigma ARK 100 mM Tris-HCI pH 8,3
500 mM KCl
MWG 100 mM Tris-HCI pH 9,0
500 mM KCl
1% Triton X-100

Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Puffer fiir die PCR

24.1.2 PRIMER

Die Primer-Sequenzen wurden der Sequenz AF158748 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
entnommen und die Primer dann mit dem im Internet frei zugédnglichen Programm "Primer3"
(Copyright 1996, 1997, 1998 Whitehead Institute for Biomedical Research; Adresse:

http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html) oder im Falle der Primer
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zur Mikrosatellitentypisierung angelehnt an Angaben aus der Datenbank , The Genome
Database* (GDB, Adresse im Internet: http://www.gdb.org/) erstellt. In Tabelle 2.10 sind die
Sequenzen der verwendeten Primer angegeben. Die Sequenzen sind in 5' = 3'- Richtung
angegeben. "F" steht fiir den jeweiligen Primer in Vorwértsrichtung, "R" fiir die
Riickwirtsrichtung. AuBer flir den Primer Cal-118-R, fiir den eine 500 pmol/pl-Stockldsung
angefertigt wurde, wurden nach Erhalt der Primer mit Aqua ad injectabile 1000 pmol/pl-
Stocklosungen hergestellt, die bei -20°C gelagert wurden. Aus den Stockldosungen wurden
kleine Mengen 25 pmol/pl-Verdiinnungen (bei den Primern fiir die Mikrosatellitentypisierung:
10 pmol/pl-Verdiinnungen; bei Cal-118-F: 50 pmol/ul-Verdiinnung) fiir den Tagesgebrauch

hergestellt.

Primer Sequenz in 5' > 3'-Richtung
Cal-118-F CTG AGG GCT TGG GGC CCA GG
Cal-118-R ACT CGC ACC CAC TCC ACG cCC
Cal-19-F GGA GGC CGG CCA CCT GCA GA
Cal-19-R TGT GGG ACA CGG CTC CTC GC
Cal-38-F TGG GCT GGA ACG CCT GTG CC
Cal-38-R GCC CAC AGC GCC CAC AGC AC
Cal-48-F AGA GGG CCA AGG GCA TCC GA
Cal-48-R TGG CTG TGT GCT CCT GGC CC
ARMS:

Cal-63-F GGG CCT GAC GGG GGT GGA TC
Cal-63var-F GGG CCT GAC GGG GGT GGA TT
Cal-63-R GGG CGC AGC ACT CCC AGC TC
Cal-43c-F AAA GCA GGG TTG GAG CTT G
Cal-43d-R GCT TAG CCT CAC CTT CAA CC
Cal-43dvar-R GCT TAG CCT CAC CTT CAA CT
Mikrosatelliten-

Typisierung

D2S125-F GCA ACA GAG TGA GAC CCT GA (modifiziert mit IRD 700)
D2S125-R TTC TGA GAA CCA GAT TGT GAT TG
D2S2338-F TCA AGA CCA GCC TGG G (modifiziert mit IRD 700)
D2S2338-R TTT GAG TGC TCA GTG TGC

Tabelle 2.10: Verwendete Primer und ihre Sequenzen in 5' - 3'- Richtung
2.4.1.3 DNTP’S UND TAQ-POLYMERASE

Die Stocklosung der dNTP’s (Nukleotidmix fiir die DNA-Synthese) hatte eine Konzentration
von 20mM. Die Tag-Polymerase von Sigma ARK hatte eine Konzentration von 5 units/ul und

die von MWG eine Konzentration von 4 units/pl.

2.4.2 PCR-OPTIMIERUNG

Tabelle 2.11 zeigt, von welchem Standard-Rezept bei der PCR-Optimierung ausgegangen wird.
Die Reagenzien werden auf Eis mit einer Test-DNA zusammenpipettiert. Die Tag-Polymerase

wird als letztes hinzugegeben.
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Reagenz  Menge in pl pro 25-pl-Ansatz [irlrf(;lgz-iritfrt:;r:z]
DNA 2,50 2,5 ng/ul
aqua injectabile 17,55
10 x PCR-Puffer 2,50 10 %

MgCl, 1,50 1,5 pmol/ul
Forward-Primer 0,25 je nach Primer
Reverse-Primer 0,25 je nach Primer

dNTP 0,25 0,02 pmol/pl

0,04 units/pl (Sigma ARK
Tag-Polymerase 0,20 0,032 unliltsgulg(MWG) :

Tabelle 2.11: Ausgangs-Rezept fiir die PCR-Optimierung

Die PCR wird in einem Thermozykler (s. Tabelle 2.6) nach oben genannter Zyklusfolge
automatisiert durchgefiihrt. Ergibt die PCR bei oben genannten Bedingungen kein zufrieden
stellendes Ergebnis, so konnen die in Tabelle 2.12 genannten Zusatzreagenzien in der

angegebenen Konzentration eingesetzt werden.

Reagenz Menge pro 25-ul-AnsatzAusgangskonzentrationEndkonzentration|
Formamid 1,25 ul 100 % 5%
DMSO 1,25 pl 100 % 5%
Glycerol 3,75 ul 100 % 15 %
(NH,4),SO,4 1,00 pl 375 mM 15 mM
BSA 1,50 pl 20 mg/ml 1,28 mg/ml

Tabelle 2.12: Zusatzreagenzien fiir die PCR-Optimierung

Die Menge an zusitzlich zugefiigten Stoffen muss am Aqua ad injectabile eingespart werden.
Des Weiteren konnen sowohl die Zyklenanzahl als auch die Annealing-Temperaur verdndert
werden, um eine Verbesserung der PCR-Ergebnisse zu erzielen. Dazu ndhert man die
Anlagerungstemperatur der Schmelztemperatur der Primer von unten her so lange an, bis man

ein spezifisches PCR-Produkt erhiilt.

2.4.3 DURCHFUHRUNG

Die Reagenzien werden unabhéngig vom jeweiligen Primer auf Eis zusammenpipettiert.

2.4.3.1 TRENNUNG VON VOR- UND NACH-PCR-BEREICH

Die PCR ist eine sehr sensitive Methode, die deshalb fiir Verunreinigungen (genomische DNA

und PCR-Produkte) sehr anfillig ist. Aus diesem Grund trennt man rdumlich:

Vor-PCR-Bereich: Dort wird die DNA extrahiert und die PCR vorbereitet. Zur Vermeidung
von Verunreinigungen werden die Reagenzien aliquotiert und als Qualitétskontrolle lduft bei

jeder PCR-Reaktion eine Wasserprobe als Negativprobe mit.
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Nach-PCR-Bereich: In diesem Raum stehen die Thermozykler fiir die eigentliche PCR-
Reaktion, ein Wasserbad fiir die Restriktion und die Gel-Elektrophorese-Kammern. In jedem

Bereich gibt es eigene Materialien und Gerite, die nicht ausgetauscht werden diirfen.
2.4.3.2 PCRMIT DEN PRIMERN CAL-118-F UND CAL-118-R

REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.13 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen aufgefiihrt, die fiir die PCR mit
den Primern Cal-118-F und Cal-118-R bendtigt werden. Hierfiir wurden die Reagenzien bei

Sigma bezogen.

pro Cup (25ul-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)

Reagenz [u] mi
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50

Aqua ad injectabile 15,65 1721,5
10 x PCR-Puffer 2,50 275,0
MgCl, 3,50 385,0
Primer Cal-118-F 0,20 22,0
Primer Cal-118-R 0,20 22,0
dANTP 0,25 27,5
Taq 0,20 22,0

Tabelle 2.13: Stoffkonzentration fiir den Cal-118-F/R Reaktionsmix
AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauver Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
30 Zyklen 30 sec 69° C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
) 4°C

Tabelle 2.14: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-118-F/R
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2.4.3.3 PCRMIT DEN PRIMERN CAL-43C-F, CAL-43D-R UND CAL-43DVAR-R (ARMS)
REAGENZIEN UND LOSUNGEN

Fiir die PCR mit den Primern Cal-43C-F und Cal-43D-R wurden die gleichen Mengen benétigt
wie mit Cal-43C-F und Cal-43Dvar-R. In Tabelle 2.15 werden die verwendeten Reagenzien und

Endkonzentrationen aufgefiihrt. Hierfiir wurden die Reagenzien bei Sigma bezogen.

pro Cup (25pl-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)

Reagenz [u] mi
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50
Aqua ad injectabile 17,65 1765.0
10 x PCR-Puffer 2,50 250,0
MgCl, 1,50 150,0
Primer Cal-43c-F 0,20 20,0
Primer Cal-43d-R /

Primer Cal-43dvar-R 0,30 30,0
DNTP 0,25 25,0
Taq 0,10 10,0

Tabelle 2.15: Stoffkonzentration fiir den Cal-43C-F/Cal-43D-R- bzw. Cal-43C-F/Cal-43Dvar-R-
Reaktionsmix

AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauver Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
30 Zyklen 30 sec 56° C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
) 4° C

Tabelle 2.16: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-43¢-F/Cal-43d-R

AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauer Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
30 Zyklen 30 sec 58°C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
0 4°C

Tabelle 2.17: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-43¢-F/Cal-43dvar-R
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2.4.3.4 PCRMIT DEN PRIMERN CAL-19-F UND CAL-19-R
REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.18 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen aufgefiihrt, die fiir die PCR mit

den Primern Cal-19-F und Cal-19-R benétigt werden. Hierfiir wurden die Reagenzien bei Sigma

bezogen.
R pro Cup (25ul-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)
[ul] [ul]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50
Aqua ad injectabile 17,65 1941,5
10 x PCR-Puffer 2,50 275,0
MgCl, 1,50 165,0
Primer Cal-19-F 0,25 27,5
Primer Cal-19-R 0,25 27,5
dNTP 0,25 27,5
Taq 0,10 11,0

Tabelle 2.18: Stoffkonzentration fiir den Cal-19-F/R Reaktionsmix
AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauver Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94°C
30 Zyklen 30 sec 69° C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
) 4°C

Tabelle 2.19: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-19-F/R
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2.4.3.5 PCRMIT DEN PRIMERN CAL-48-F UND CAL-48-R
REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.20 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen aufgefiihrt, die fiir die PCR mit
den Primern Cal-48-F und Cal-48-R benoétigt werden. Hierfiir wurden die Reagenzien bei MWG

bezogen.
e pro Cup (25pl-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)
[ul] [ul]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50
Aqua ad injectabile 17,55 17550
10 x PCR-Puffer 2,50 250,0
MgCl, 1,50 150,0
Primer Cal-48-F 0,25 25,0
Primer Cal-48-R 0,25 25,0
DNTP 0,25 25,0
Taq 0,20 20,0

Tabelle 2.20: Stoffkonzentration fiir den Cal-48-F/R Reaktionsmix
AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauver Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 Zyklen { 30 sec 94° C

50 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
0 4°C

Tabelle 2.21: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-48-F/R
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2.4.3.6 PCRMIT DEN PRIMERN CAL-63-F, CAL-63VAR-F UND CAL-63-R (ARMS)
REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.22 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen aufgefiihrt, die fiir die PCR mit

den Primern Cal-63-F und Cal-63-R benotigt werden. Hierfiir wurden die Reagenzien bei Sigma

bezogen.
e pro Cup (25pl-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)
[ul] [ul]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50
Aqua ad injectabile 15,60 1560,0
10 x PCR-Puffer 2,50 250,0
MgCl, 3,50 350,0
Primer Cal-63-F 0,25 25,0
Primer Cal-63-R 0,25 25,0
dNTP 0,25 25,0
Taq 0,15 15,0

Tabelle 2.22: Stoffkonzentration fiir den Cal-63-F/R Reaktionsmix

AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauer Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
30 Zyklen 30sec  70°C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
o0 4° C

Tabelle 2.23: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-63-F/R
REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.24 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen aufgefiihrt, die fiir die PCR mit
den Primern Cal-63var-F und Cal-63-R benétigt werden. Hierfiir wurden die Reagenzien bei

Sigma bezogen.

pro Cup (25ul-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)

Reagenz [ul] [ul]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50

Aqua ad injectabile 16,60 1660,0
10 x PCR-Puffer 2,50 250,0
MgCl, 2,50 250,0
Primer Cal-63var-F 0,25 25,0
Primer Cal-63-R 0,25 25,0
dNTP 0,25 25,0
Taq 0,15 15,0

Tabelle 2.24: Stoffkonzentration fiir den Cal-63var-F/Cal-63-R Reaktionsmix
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AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauver Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
30 Zyklen 30sec  66°C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
) 4° C

Tabelle 2.25: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-63var-F/Cal-63-R
2.4.3.7 PCRMIT DEN PRIMERN CAL-38-F UND CAL-38-R
REAGENZIEN UND LOSUNGEN

In Tabelle 2.26 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen aufgefiihrt, die fiir die PCR mit
den Primern Cal-38-F und Cal-38-R bendtigt werden. Hierfiir wurden die Reagenzien bei MWG

bezogen.
Persin pro Cup (25ul-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)
[ul] [ul]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,50
Aqua ad injectabile 15,55 1710,5
10 x PCR-Puffer 2,50 275,0
MgCl, 3,50 385,0
Primer Cal-38-F 0,25 27,5
Primer Cal-38-R 0,25 27,5
dNTP 0,25 27,5
Taq 0,20 22,0

Tabelle 2.26: Stoffkonzentration fiir den Cal-38-F/R Reaktionsmix
AMPLIFIKATIONSBEDINGUNGEN

Dauer Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
30 Zyklen 30 sec 69° C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
) 4°C

Tabelle 2.27: Amplifikationsbedingungen fiir das Primerpaar Cal-38-F/R

2.4.3.8 PCRMIT DEN PRIMERN D2S125-F UND D2S125-R SOWIE D2S2338-F UND
D2S2338-R

Diese PCR diente dazu, DNA-Fragmente zur Typisierung von Mikrosatellitenmarkern
herzustellen. Die fir diese PCR verwendeten Reagenzien und Ldsungen sowie die
Amplifikationsbedingungen werden daher in Kapitel 2.7 - Typisierung multiallelischer
Mikrosatellitenmarker ab Seite 45 aufgefiihrt.
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2.5 PCR - RESTRIKTIONS-FRAGMENTLANGEN-POLYMORPHISMUS
(RFLP)

Dringt artfremde DNA in Bakterien ein, so wird sie bald nach dem FEindringen von
Restriktionsendonukleasen zerstort. Diese Enzyme erkennen eine spezifische DNA-Sequenz. Es
gibt mehrere hundert solcher Restriktionsenzyme. Man kann sie sich bei der Detektion von
Punktmutationen zunutze machen, da Punktmutationen eine Schnittstelle produzieren oder eine
zerstoren konnen (RFLP - restriction fragment length polymorphism). Um eine passende
Restriktionsendonuklease zu finden, miissen die flankierende Sequenz um die Mutation und der
Basenaustausch an der Stelle der Punktmutation bekannt sein. Mit dem im Internet frei
zuginglichen ~ Programm  "Webcutter = 2.0"  (copyright 1997 Max  Heiman;
http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) kann man eine Liste der Enzyme erhalten, die die
Punktmutation in den durch die Oligonukleotide eingerahmten DNA-Abschnitten erkennen
konnen, indem sie z.B. im Fall des Wildtyps schneiden und im Fall der Mutation nicht oder
umgekehrt. Man muss sicherstellen, dass die Restriktionsendonuklease nur an dieser Stelle
schneidet, d.h. nur einmal im untersuchten DNA-Abschnitt. Kann die Restriktionsendonuklease
die DNA schneiden, so erhdlt man zwei Fragmente, die sich in einer Agarose-Gel-
Elektrophorese der Lédnge nach auftrennen lassen. Das Ergebnis wird mit einer Probe bekannten

Genotyps verglichen.
2.5.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

2.5.1.1 ENDONUKLEASEN

Nachfolgend gibt Tabelle 2.28 allgemeine Informationen iiber die in dieser Untersuchung

verwendeten Endonukleasen.

Endonuklease BspTl Sdal Bsell

Spezies Bacillus species Streptomyces distaticus Bacillus stearothermophilus
Erkennungssequenz ~ 5'..C{TTAAG..3'  5..CCTGCAYGG..3'  5'...CCNNNNN{NNGG...3'
3. .GAATTTC..5'  3..GGTACGTCC...5' 3'...GGNNTNNNNNCC...5'

Konzentration 10 U/ul 5U0/ul 10 U/ul

Tabelle 2.28: Angabe der verwendeten Enzyme, der Mikroorganismen, aus denen sie gewonnen
wurden, sowie ihrer Erkennungssequenz und ihrer Konzentration
[Herstellerangaben; 1,1 = Schnittstellen; N = A, T,G oder C]
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2.5.1.2 PUFFER FUR DIE RESTRIKTION

Die Endonukleasen arbeiten bei spezifischen lonenkonzentrationen und pH-Werten am
zuverldssigsten. Um diese Verhéltnisse zu schaffen, miissen Puffer eingesetzt werden. Diese
Losungen wurden von dem jeweiligen Hersteller zusammen mit den Enzymen bezogen und

hatten die in Tabelle 2.29 angegebene Zusammensetzung.

Puffer Hersteller Zusammensetzung

0" MBI Fermentas 50 mM Tris-HCI (ph 7,5)
10mM MgCl,
100mM NaCl

0,Img/ml BSA
Sdal” MBI Fermentas 37 mM Tris-acetat (pH 7,0)
15 mM MgCl,
150 mM KC1
0,Img/ml BSA
Y/Tango MBI Fermentas 33mM Tris-acetat (pH 7,9)
10mM MgCl,,
66mM KCl
0,Img/ml BSA

Tabelle 2.29: Bei der RFLP benutzte Puffer, ihre Bezugsquellen und ihre Zusammensetzung
2.5.2 DURCHFUHRUNG

Ein Restriktionsverdau wurde bei folgenden Polymorphismen angewendet: SNP-118, SNP-38
und SNP-48.

Tabelle 2.30 gibt die fiir die Restriktion verwendeten Enzyme, die zugehdrigen Puffer, die
Reaktionsbedingungen sowie die Fragmentlingen der PCR-Produkte und der DNA-Abschnitte
nach Restriktionsverdau wieder. Bei allen fand der Verdau iiber Nacht statt, d.h. die Enzyme

wirkten 16-20 Stunden auf die DNA ein.

Poly- i Puffer PCR: Fragmentlange nach RFLP Basenaustaysgh
morphismus Produktlinge WT/WT  WT/VAR VAR/VAR Wildtyp/Variation
SNP-118 BspTI o} 321 bp 194bp 194 bp/127 bp 127 bp C/G
SNP-38 Bsell Y '/Tango 228 bp 158 bp 158 bp/70 bp 70 bp A/C
SNP-48 Sdal Sdal” 505bp 208 bp 208 bp/297 bp 297 bp G/A

Tabelle 2.30: Fiir Restriktionsverdau benutzte Enzyme und zugehérige Puffer
Angegeben sind auch die Langen der Fragmente nach PCR und nach Restriktionsverdau (RFLP). In
Fettdruck, die Variante, die geschnitten wird. (WT=Wildtyp, VAR=Variation)

Tabelle 2.31 zeigt die Reaktionsbedingungen fiir die Restriktionsverdaue auf.
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SNP-118  |SNP-38 SNP-48

[PCR-Produkt

15 pl 15 pl 15 ul
vorgelegt SH SH SH

fiir 1 [fiir 96 [fiir 1 [fiir 96 [fiir 1 [fiir 96
IProbelProbenProbe/ProbenProbeProben
Enzym 0,2 [22,0 0,2 22,0 0,4 44,0
Puffer 3,0 [330,0 3,0 [330,0 3,0 [330,0
4q. Bidest. 11,8 (1298,0/11,8 [1298,0/11,6 (1276,0
Temperatur [37° C 55° C 37°C

Tabelle 2.31: Reaktionsbedingungen fiir die Restriktionsverdaue
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2.6 ALLELSPEZIFISCHE AMPLIFIKATION (ARMS)

Punktmutationen, die keine Restriktionsschnittstelle erzeugen oder zerstéren, kdnnen iiber die
allelspezifische Polymerase-Kettenreaktion (‘amplification refractory mutation system'; ARMS-
Test; Newton et al.; 1989) nachgewiesen werden. Der Test besteht aus zwei getrennten PCR-
Ansitzen, in denen ein Primer identisch ist. Der zweite Oligonukleotidprimer variiert an der
letzten Base am 3'-Ende, die entweder komplementir zur verdnderten oder komplementir zur

normalen Sequenz ist.

In den jeweiligen PCR-Ansatz wird eine der Versionen des zweiten Primers gegeben. Da eine
terminale Fehlpaarung eine Amplifikation nicht vollig ausschliet, wird deshalb auch die
vorletzte Base 3'-Ende des Primers nach der folgenden Tabelle 3-1 verdndert [Kwok et al.;

1990].

Tabelle 2.32 gibt an, wie die ARMS-Primer erstellt werden miissen, um Fehlpaarungen zu

vermeiden.
Nukleotid des kodierende Stranges korrespondierend zum
vorletzten Nukleotid am 3'-Ende des Primers

Terminale Fehlpaarung A G C T

AA A G A G

AG C T A G

AC G A C T

TT C T A G
TG G A T Coder T

TC C T A G

CC C T A G

GG A G A G

Tabelle 2.32: Design der ARMS-Primer zur Vermeidung von Fehlamplifikationen.
Die linke Spalte listet die terminalen Fehlpaarungen am 3'-Ende auf, z.B. eine Mutation in dem
kodierenden Strang mit der normalen Base im nicht kodierenden Strang [Kwok ef al.; 1990].

Durch die allelunabhingige Amplifikation eines Kontrollfragments in dem gleichen Reak-
tionsansatz wird sichergestellt, dass ein nicht vorhandenes ARMS-Produkt auf die Abwesenheit
eines bestimmten Genotyps schliefen ldsst. Deshalb wurde dem Ansatz entweder ein dritter
Primer, der das ARMS-Produkt beinhaltet, oder ein Primerpaar, mit dem sich nicht verwandte
Sequenzen amplifizieren lassen, hinzugefiigt. Als Testkontrolle wurde DNA bekannten
Genotyps verwendet. Trotzdem wurde als Qualitétssicherung von einigen Proben der Genotyp
durch eine Sequenzierung bestitigt. Hierzu wurden die Proben an ein auf Sequenzierungen

spezialisiertes Labor eingeschickt (Fa. SeqLab GmbH, Gottingen).
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2.7 TYPISIERUNG MULTIALLELISCHER MIKROSATELLITENMARKER

Zur Berechnung der Haplotypen wurden im Rahmen dieser Arbeit die zwei
Mikrosatellitenmarker D2S125 und D2S2338 bestimmt. Sie sind auf Chromosom 2 flankierend
zu der Region des Calpain-10-Gens angeordnet. Von etwa einer Hélfte des gesamten
Probandenkollektivs wurden die Marker im Mikrosatellitenzentrum in Berlin (Molekulare
Genetik und Mikrosatellitenzentrum, Max-Delbriick-Centrum, Berlin) typisiert, der Rest wurde
im Labor der Klinischen Forschergruppe bestimmt. Zur Anwendung kam hier der semi-
automatische Sequenzierer Li-Cor (Fa. MWG Biotech), der es ermdglicht, mit einem
Fluorenszensfarbstoff markierte DNA-Abschnitte der Lidnge nach aufzutrennen. Schon
Unterschiede von einem Basenpaar konnen erkannt werden. Die Modifikation wird durch
Markierung der Primer durch den Farbstoff IRD erreicht. Die Markierung muss auf die
jeweilige Wellenldnge des benutzten Lasers abgestimmt sein. Da das hier verwendete Gerét bei
Wellenlédngen von 700 und 800 nm gleichzeitig messen kann, ist es moglich zwei gleich lange
DNA-Fragmente gleichzeitig zu untersuchen. Da die hier untersuchten DNA-Abschnitte aber
einen geniigend groflen Langenunterschied aufwiesen (D2S125: 88-100 bp und D2S2338: 163-
169 bp), reichte es aus, die verschiedenen Mikrosatellitenmarker mit dem gleichen Farbstoff
(IRD 700) zu modifizieren. Die Modifikation findet am Vorwairts-Primer statt, der schon mit
dem Farbstoff bestellt wird und somit bei der PCR in jeden DNA-Abschnitt mit eingebaut wird.
Fir das Primer-Design und die genomischen Sequenzen der Zielregionen wurde auf die
Datenbankeintrige des National Institute of Health (http://www.ncbi.nlm.nih.gov;
Zugriffsnummern Z16591 und Z51342) zuriickgegriffen, die auf Veroffentlichungen von
Gyapay et al., 1994 (D2S125) bzw. Dib et al., 1996 (D2S2338) zuriickgehen.
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2.7.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

Tabelle 2.33 gibt die Reagenzien in der eingesetzten Menge an, die fiir die Herstellung der Gele

zur Typisierung der Mikrosatelliten im Li-Cor bendtigt wurden.

Reagenz Eingesetzte
Menge fiir
ein Gel
Long Ranger 50% 4 ml
Urea 10,5 ¢g
10 x TBE 2,5 ml
HPLC-Wasser zu 25 ml
APS (10 %) 175 ul
TEMED 25 ul
Laufpuffer 1 x TBE

Tabelle 2.33: Verwendete Reagenzien mit den eingesetzten Mengen fiir die Gele zur
Mikrosatelliten-Typisierung

2.7.2 OPTIMIERUNG

Das Ziel der Optimierung ist es, klare Banden zu erhalten, die weit genug aufgetrennt sind und
eindeutig ausgewertet werden kdnnen. Hierzu kann man die Mengen der Bestandteile der PCR
(DNA, Puffer, MgCl,, Primer, dNTP, Tag) und die Amplifikationsbedingungen (Zyklenanzahl
und -dauer, Temperaturen) variieren. Zusdtzlich koénnen die Laufbedingungen im Sequencer

(angelegte Spannung, Temperatur und Gelbedingungen) verandert werden.

2.7.3 DURCHFUHRUNG

Zuerst wurden von den Proben PCRs angefertigt, um die zu untersuchenden DNA-Fragmente zu
erhalten. Nachfolgend werden in Tabelle 2.34 und Tabelle 2.35 die Reagenzien angegeben, die
fiir die PCR mit den Primern D2S125-F und D2S125-R bzw. D2S2338-F und D2S2338-R

verwendet wurden. Puffer und 7Tag-Polymerase wurden bei Sigma bezogen.

pro Cup (25pl-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)

Reagenz [ul] [ul]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,00

Aqua ad injectabile 15,40 1694,0
10 x PCR-Puffer 2,50 275,0
MgCl, 3,50 385,0
Primer D2S125-F 0,35 38,5
Primer D2S125-R 0,70 77,0
dNTP 0,25 27,5
Taq 0,30 33,0

Tabelle 2.34: Stoffkonzentrationen fiir den D2S125-F/D2S125-R-Reaktionsmix zur Herstellung der
DNA-Fragmente, die mittels des Li-Cor typisiert werden sollen.
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pro Cup (25ul-Ansatz)  pro Mikrotiterplatte (96 Cups)

Reagenz [ul] [u]
DNA (aus der Mikrotiterplatte vorlegen) 2,00

Aqua ad injectabile 18,10 1991,0
10 x PCR-Puffer 2,50 275,0
MgCl, 1,00 110,0
Primer D2S2338-F 0,30 33,0
Primer D2S2338-R 0,60 66,0
dNTP 0,25 27,5
Taq 0,75 82,5

Tabelle 2.35: Stoffkonzentrationen fiir den D2S2338-F/D2S2338-R-Reaktionsmix zur Herstellung
der DNA-Fragmente, die mittels des Li-Cor typisiert werden sollen.

Nachfolgend geben Tabelle 2.36 und Tabelle 2.37 die Amplifikationsbedingungen fiir die PCR
mit den Primern D2S125-F und D2S125-R bzw. D2S2338-F und D2S2338-R wieder.

Dauer Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
25 Zyklen 40 sec 56°C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
0 4°C

Tabelle 2.36: Amplifikationsbedingungen fiir die PCR mit den Primern D2S125-F und D2S125-R

Dauer Temperatur
1 Zyklus 5 min 94° C
30 sec 94° C
25 Zyklen 40 sec 52°C
30 sec 72°C
1 Zyklus 5 min 72°C
0 4°C

Tabelle 2.37: Amplifikationsbedingungen fiir die PCR mit den Primern D2S2338-F und D2S2338-R

Fiir diese Untersuchung wurden Polyacrylamid-Gele verwendet, die aus den in Tabelle 2.33
genannten Komponenten gegossen wurden. Vor dem Gielen werden die Glasplatten mit aqua
bidest. und danach mit Isopropanol gereinigt und zusammengeschraubt. Zum Gieflen wird zu
dem Long Ranger, das eine Acrylamid-Mischung ist, der Harnstoff (Urea) und das 10 x TBE
hinzugegeben und mit HPLC-Wasser auf 25 ml aufgefiillt. Da vor allem der Harnstoff schwer
16slich ist und sich die Stoffe beim Vermengen stark abkiihlen, wird das Gemisch auf einem
Schiittler bei hoher Geschwindigkeit geschiittelt, bis sich der Harnstoff aufgeldst hat. Danach
gibt man APS und TEMED (unter dem Abzug!) dazu. Ab jetzt beginnt der
Polymerisationsprozess, mittels einer 50-ml-Spritze mit Filteraufsatz wird das Gel gegossen.
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Mit dem Filter wird verhindert, dass Teilchen wie nicht geloster Harnstoff das Gel
verunreinigen und damit die Abtastung durch den Laserstrahl behindern wiirden. Durch
Beklopfen der Apparatur kann man die Gefahr, Blasen im Gel zu bilden, erniedrigen. Nach dem
GieBen wird der Vorkamm gesteckt, der einen geraden Abschluss herstellt. Er wird nach dem
Vorlauf durch den sog. Haifischkamm ersetzt. Nachdem das Gel nach etwa zwei Stunden

ausgehartet ist, kann der Vorlauf gestartet werden.

Bevor man die Glasplatten im Gerét verankert, vergewissert man sich, dass der Bereich des
Glases, der im Laser-Strahlengang liegt, auf jeden Fall sauber ist, um eine einwandfreie
Ablesung zu ermoglichen. Nachdem die Glasplatten in das Gerét eingebaut sind, werden die
Pufferkammern mit dem 1 x TBE-Laufpuffer gefiillt. Der Vorlauf wird gestartet. Er dauert etwa
eine halbe Stunde und dient der Durchtrinkung des Gels mit Puffer und seiner Anwérmung. Bei
dieser Untersuchung wurden sowohl Vorlauf als auch Hauptlauf bei einer Spannung von
1050 V und bei einer Temperatur von 50° C durchgefiihrt. Die Stromstérke betrug 35 mA. Nach
Beendigung des Vorlaufs wird der Vorkamm durch den Haifischkamm ersetzt, damit sich die
Probentaschen bilden. Die Ansatzstelle des Kamms wird gesdubert und mit Puffer gespiilt, um
zu gewihrleisten, dass die Taschen gut befiillt werden kdnnen. Der Kamm weist 48 Taschen

auf.

Die Taschen werden jeweils mit einem Teil PCR-Produkt und einem Teil Loading Dye, einem
Stopp- und Ladepuffer, gefiillt. Der Loading Dye enthdlt Formamid, das die Denaturierung
stabilisiert und den Farbstoff Fuchsin-Rot. In dieser Untersuchung wurde 1 pl PCR-Produkt des
Markers D2S125 und 1 pl PCR-Produkt des Markers D2S2338 mit 2 pl Loading Dye gemischt.
Vor dem Beladen der Taschen werden die PCR-Produkte fiir 3 Minuten bei 94° C denaturiert.
Ein Aufbewahren auf Eis ist danach nicht nétig. In die beiden &ufleren Taschen und in eine an
geeigneter Stelle in der Mitte (schon ist es, wenn die Proben einer Familie nicht getrennt werden
miissen) wird ein Langenmarker gegeben. In dieser Untersuchung wurde ein eigens aus internen
Kontroll-DNA-Proben hergestellter Langenmarker verwendet. Dazu wurde eine DNA-Probe
mit geeignetem Bandenmuster, das die Léngen der Mikrosatellitenmarker abdeckt, verwendet.
Diese DNA-Probe wurde mit einem gekauften Léngenstandard (123-bp-Marker, Gibco BRL)

verglichen. Ein Gel kann nach einmaligem Vorlauf fiir 2 bis 3 Laufe verwendet werden.

Die Datenaufnahme erfolgte mit dem Programm "DataCollection Model 4200 DEV 1" und die
Bildbearbeitung mit dem Programm "Image Manipulation, Version 4.00". Beide Programme
sind in dem Programm-Paket "Base Image IR, Version 4.1" von Li-Cor enthalten. Die
Auswertung wurde mit dem Programm "OND-Dscan, Version 1.3" von Scanalytics

durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden auf CD-Rom gespeichert.
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2.8 GEL-ELEKTROPHORESE UND PHOTOGRAPHIE

Die DNA-Fragmente, die man durch PCR und den eventuell angeschlossenen Enzymverdau
erhalten hat, werden in einem Agarose-Gel durch Anlegen eines elektrischen Spannungsfeldes
der Lénge nach aufgetrennt. Die DNA wandert auf die positiv geladene Anode zu, da die DNA-
Molekiile bei neutralem pH-Wert durch die negative Ladung an der Posphatgruppe eines jeden
Nukleotids insgesamt negativ geladen sind. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Fragmente im

Gel bewegen, hingt von verschiedenen Faktoren ab:

Die GroBe der DNA-Fragmente spielt wohl die grofte Rolle. Lineare, doppelstrangige
DNA-Molekiile bewegen sich mit einer Geschwindigkeit, die zum Logarithmus ihrer

GroBe umgekehrt proportional ist.
Weiter Einflussgrofien sind:

die Konzentration der Agarose im Gel (hier 2,5 %),
der verwendete Laufpuffer und

die angelegte elektrische Spannung.

Die Gel-Matrix bietet beim Lauf einen gewissen Widerstand und verhindert eine zuféllige
Diffusion. Die Gele werden beim GieBBen mit Ethidiumbromid versetzt, welches in die DNA-
Doppelhelix interkaliert. Der entstandene DNA-Ethidiumbromid-Komplex kann spiter durch

UV-Licht angeregt und als fluoreszierende Bande sichtbar gemacht werden.

2.8.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

Diese Losungen wurden nicht autoklaviert. Alle Chemikalien wurden in bidestilliertem Wasser
gelost.

2.8.1.1 50X TAE-PUFFER

Der 50 x TAE-Puffer wurde in S5-Liter-Ansédtzen hergestellt. Tabelle 2.38 gibt die

Zusammensetzung wieder.

Agens Menge in 5 1
TrisHcl 1210 g
Eisessig 285,5 ml

EDTA 0,5 M; pH 8,0 500 ml

Tabelle 2.38: Zusammensetzung des 50 x TAE-Puffers
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2.8.1.2 1XTAE-PUFFER

Der 1xTAE-Puffer ist Bestandteil des Agarose-Gels und dient als Laufpuffer. Der Puffer wurde
in 10-Liter-Mengen aus dem 50 x TAE-Puffer hergestellt, indem 200 ml des 50xTAE-Puffers
auf 10 1 mit aqua bidest. aufgefiillt wurden. Tabelle 2.39 zeigt die daraus folgende
Konzentration des 1xTAE-Puffers.

Agens Konzentration
TrisHCI 0,04 M
Eisessig 2%

EDTA pH 8,0 0,01 M

Tabelle 2.39: Zusammensetzung des 1xTAE-Puffers
2.8.1.3 AUFTRAGSPUFFER

Tabelle 2.40 gibt die Zusammensetzung des Auftragspuffers an.

Agens Konzentration
Bromphenol blau 0,25 %
Xylen-Zyanol 0,25 %
Ficoll 15 %

Tabelle 2.40: Zusammensetzung des Auftragspuffers.
2.8.1.4 AGAROSE-GEL

Zur Trennung aller entstandenen DNA-Fragmente wurden Gele verwendet, bei denen der Anteil
der Agarose 2,5 % betrug. Hierzu werden 6,25 g Agarose in 250 ml 1xTAE-Puffer unter
sanftem Schiitteln mehrmals aufgekocht (Achtung! Siedeverzug!) bis sich die Agarose
vollstandig geldst hat und moglichst wenige Luftblasen in dem Gemisch sind. Dann werden
unter dem Abzug 20 pl Ethidiumbromid-Losung zugegeben. Danach gielit man alles in eine
Kammer, vergisst nicht, sie mit Kdmmen, die die Geltaschen formen, zu bestiicken und lésst das
Gel erstarren. Nach etwa einer halben Stunde entfernt man die Kdmme. Danach konnen die

entstandenen Geltaschen mit den Proben beladen werden.

2.8.1.5 AUFTRAGSPUFFER

Der Auftragspuffer dient dazu, die Proben zu beschweren und damit zu verhindern, dass sie aus
den Geltaschen laufen. Zusétzlich hilft er bei der Abschitzung der Laufweite der DNA-Proben:
Bromphenol blau lauft ungeféhr 2,2-mal so schnell, Xylen-Zyanol blau etwa genauso schnell

wie ein 200 bp-Fragment.

50



Probandenkollektiv, Material und Methoden

2.8.1.6 123-BP-MARKER

Die Stocklosung des Markers muss verdiinnt werden: Ein Teil Stocklésung und ein Teil
bestehend aus 75% destilliertem Wasser und 25% Auftragspuffer werden gemischt. Der
Langenmarker dient zur Abschétzung der Lénge der untersuchten DNA-Fragmente. Hier wurde
ein 123-Basenpaar-Marker verwendet, der folgende Langen anzeigt: 123, 246, 369, 492, 615,
738...4182 bp.

2.8.2 DURCHFUHRUNG

Das Agarose-Gel wird in eine Elektrophorese-Kammer (Owl-Scientific) gelegt. Die Kammer ist
mit 1xTAE-Puffer so weit gefiillt, so dass das Gel gerade bedeckt ist. Zu den 25 pl des PCR-
oder Enzymverdau-Produkts werden 5 pl Auftragspuffer gegeben. 10 pl dieses Gemischs
werden in die Geltaschen pipettiert. Fiir die spétere Auswertung muss in jeder Taschenreihe
mindestens eine Geltasche mit 1 ul 123-bp-Marker gefiillt werden. Die angelegte Spannung
betrdgt bei einer kleinen Elektrophoresekammer (Platz fiir bis zu 24 Proben) 120 V, bei einer
groflen Kammer (Platz fiir etwa 120 Proben) 200 V. Die Laufzeiten betrugen zwischen 20-60

Minuten.

Zur Auswertung werden die Gele mit UV-Licht durchleuchtet (Transilluminator UV-TM-25
von Hoefer Scientific Instruments), fotografiert und Bildausdrucke angefertigt. Zusétzlich

konnen einzelne Bilder auf Diskette gespeichert werden (Digitales Videosystem von Polaroid).

Die Auswertungen der Genotypen erfolgten immer unabhingig voneinander durch zwei
Personen. Unstimmigkeiten wurden durch Vergleich, durch Auswertung durch eine dritte
Person oder durch nochmalige Genotypisierung gelost. Fand sich keine eindeutige Ldsung,

wurde der Datensatz von den Berechnungen ausgeschlossen.

Zusitzlich wurden alle genotypisierten Marker mit den Programmen PEDCHECK, VERSION 1.1
[O’Connell und Weeks, 1998] und GENEHUNTER, Version 2.0b [Kruglyak et al., 1996] auf

Unstimmigkeiten gepriift.
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2.9 STATISTISCHE VERFAHREN

2.9.1 KOPPLUNG

Zur Untersuchung von chromosomalen Regionen auf die Vererbung von funktionsrelevanten
DNA-Varianten und zur Einengung dieser Genabschnitte unterscheidet man zwei verschiedene
Ansitze: Kopplung und Assoziation. Kopplung gibt die Beziehung entweder zwischen Genorten
untereinander oder zwischen Genorten und Phianotypen an. Assoziation trifft eine Aussage liber
die Vererbung von Allelen an verschiedenen Genorten. Beide messen Abweichungen vom 3.

Mendelschen Gesetz der unabhidngigen Vererbung [Boddeker und Ziegler, 2000].

Von Kopplung spricht man, wenn zwei oder mehr Genorte bzw. Genorte und Phénotypen
iiberzufillig hdufig zusammen vererbt werden. Dabei spielt der Abstand zwischen den Genloci
die entscheidende Rolle: Je kleiner der Abstand der Genloci auf dem Chromosom ist, desto
unwahrscheinlich werden sie durch Rekombination voneinander getrennt. Fiir néher beieinander
liegende Loci spiegelt die Rekombinationshdufigkeit die Entfernung wider. Dies wird in der
relativen Lédngenangabe cM  (centiMorgan) ausgedriickt. 1cM  entspricht einer
Rekombinationshéufigkeit von 1 %, d.h. alle 100 Meiosen tritt eine Rekombination auf. Alle
Gene auf einem Chromosom bilden eine sogenannte Kopplungsgruppe. Liegen Genorte auf
zwei unterschiedlichen Chromosomen betrigt der Hochstwert der beobachtbaren
Rekombinationshéufigkeit 50 %, was einer voneinander unabhéngigen Vererbung entspricht.
Man spricht von Kopplung, wenn ein bestimmter Phénotyp und ein genetischer Marker
iberzufillig hdufig kosegregieren. Kopplung wird vor allem bei der Entdeckung von
chromosomalen Regionen mit funktionsrelevanten DNA-Varianten untersucht [Béddeker und

Ziegler, 2000].

In dieser Untersuchung wurde eine modellfreie Kopplungsanalyse durchgefiihrt, die die MLB
(maximum likelihood binominal)-Statistik benutzt. Diese Statistik ist in das Programm
MLBGH, Version 1.0, eingebaut [Abel und Miiller-Myhsok, 1998]. Ein multipoint LOD score p
0,7 bei einem Signifikanzniveau von 5% wird als signifikanter Hinweis auf Kopplung gewertet
[Lander und Kruglyak, 1995] (s. auch "Der Transmissions-Disequilibrium-Test (TDT)" in
Kapitel 2.9.2.3).
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2.9.2 ASSOZIATION

Assoziation liegt vor, wenn ein spezifisches Allel eines genetischen Markers in einer Population
héufiger bei Erkrankten als bei Gesunden vorkommt. Man misst Assoziation zur Einengung
chromosomaler Regionen oder zur Untersuchung von Kandidatengenen. Kopplung und

Assoziation konnen auch gemeinsam vorkommen [Boddeker und Ziegler, 2000].
Assoziation kann verschiedene Griinde haben:
e Das Allel hat einen direkten Einfluss auf den Phénotyp.

e Liegen zwei Polymorphismen eng beieinander, so kdnnen sie gekoppelt sein. Dabei ist
nur einer der beiden Polymorphismen von funktioneller Relevanz — der andere ist blof3
zufdllig mit dem ersten gekoppelt und hat selbst keinerlei Einfluss auf die Ausprigung

des Phénotyps.

e Scheinassoziation: Menschen mit einem Phénotyp und Menschen ohne ihn stammen
mdglicherweise aus genetisch unterschiedlichen Untergruppen der Bevolkerung, die sich

gleichzeitig auch in Bezug auf die Haufigkeit des A-Allels unterscheiden (Stratifikation).

Besonders der letzte Punkt bringt Probleme mit sich. Der Transmissions-Disequilibrium-Test

(TDT; [Spielmann et al., 1993]; s. Kapitel 2.9.2.3) schafft Abhilfe [Strachan und Read, 1996].

Trotz der angesprochenen Probleme wurde auch der Assoziationsansatz beschritten, denn die
Probandenrekrutierung fiir den TDT ist aufgrund seiner Konstitution — man benétigt neben dem
Probanden auch seine leiblichen Eltern — sehr aufwendig. Daher sind hier die Fallzahlen

geringer.

2.9.2.1 DER MODIFIZIERTE X>-TEST

Grundlage des nach Schifer modifizierten x>-Tests ist eine Vierfeldertafel (s. Tabelle 2.41)
[Schifer, 1995].

nicht
Allel A~ el A
Probanden A b a+b=n
Kontrollen C d c+d=m

Tabelle 2.41: Vierfeldertafel fiir den modifizierten y>-Test

P :Schiitzer der Frequenz des Allels auf Grund der Stichprobe

p : "wahrer" P-Wert aus der Grundgesamtheit
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Schétzwert fiir p;: f)l __4
a+b
. . A C
Schitzwert fiir p,:  p,=
+d
S (- (15
Schitzwert fiir die Varianz: s = pl( D ) " pz( Pz)
n m
Teststatistik: 7 = PPy
S

2.9.2.2 DER EXAKTE TEST NACH FISHER

Neben dem modifizierten y>-Test wurde auch mit dem exakten Test nach Fisher gerechnet.

Dessen Herleitung findet sich bei Riiger, 1996.

2.9.2.3 DER TRANSMISSIONS-DISEQUILIBRIUM-TEST (TDT)

Jedes Individuum besitzt einen diploiden Chromosomensatz (Ausnahmen sind die
Geschlechtschromosomen bei Méannern und numerische Aberrationen: z.B. Trisomie 21) und

damit zwei Allele an jedem Genort.

Der TDT [Spielmann et al., 1993] ist ein kombinierter Test auf Kopplung und auf Assoziation.
Bei Trios (Proband mit seinen Eltern) wird untersucht, welche Allele iiberzufillig haufig
transmittiert werden und dann mit einem bestimmten Phénotyp assoziiert sind. Fiir diesen Test
sind nur heterozygote Eltern informativ, da bei Homozygotie nicht bestimmt werden kann, ob

ein Allel iberzufallig hdufig weitergegeben wurde.

Die Eltern stellen eine interne Kontrollgruppe dar, weshalb sich hier keine Stratifikations-

Probleme dhnlich denen der herkdmmlichen Assoziationstests ergeben.

Der Test vergleicht also die Haufigkeit, mit der das Allel unter den weitergegebenen und unter

den nicht weitergegebenen Allelen vorkommt:

HO: Beide Allele werden gleich hiufig weitergegeben (d.h. die Transmissionsrate

betriagt 50%), der Polymorphismus hat keinen Einfluss auf den Phénotyp.

H1: Wenn die Allelhdufigkeiten der vererbten Allele sich unterscheiden, kann ein

Einfluss des Polymorphismus auf den Phénotyp nicht ausgeschlossen werden.

Das Transmissionsungleichgewicht wird mit Hilfe des McNemar-Tests {iberpriift

(Vierfeldertafel in Tabelle 2.42).
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nicht transmittiert

wt mt
o wt a b
transmittiert
mt C d

Tabelle 2.42: Vierfeldertafel fiir den TDT
wt — Wildtypallel

mt — Allel mit der Mutation

b _ 2
rpr =£=9"
b+c
Das Signifikanzniveau wird vor dem Test festgelegt. Ublicherweise spricht man bei p-Werten

unter 0,05 von einem signifikanten Ergebnis.
Neben den unbestreitbaren Vorteilen hat dieser Test auch einige Nachteile:

e Der Test kann Assoziationen, die durch ein Kopplungsungleichgewicht ausgelost werden,

nicht von solchen unterscheiden, bei denen der Marker selbst funktionelle Relevanz hat.

e Der Test ist aufwendiger als die iiblichen Fall-Kontrollstudien, da fiir jeden Probanden

zwel weitere Personen (statt einer weiteren) typisiert werden miissen.

e Bei einer geringen Frequenz (unter 10 %) eines Polymorphismus wird der Test erst bei

groflen Fallzahlen aussagekriftig.

2.9.2.4 DER PEDIGREE-DISEQUILIBRIUM-TEST (PDT)

Tests, die ein Kopplungsungleichgewicht untersuchen, basieren typischerweise auf Familien,
die aus dem Indexprobanden und den beiden Eltern oder dem nicht betroffenen Geschwister
bestehen. Werden groflere Familien oder Stammbdume untersucht, so sind die Ergebnisse bei
der Untersuchung auf Assoziation meist nicht mehr valide. Wenn groBere Familien zur
Verfiigung stehen, wire es natiirlich wiinschenswert, auch diese in die Untersuchung mit
einbezichen zu konnen. Dazu eignet sich — auf der Grundlage des TDT — der einseitige,
asymptotische PDT (pedigree disequilibrium test) [Martin et al., 2000]. Auch mit dem PDT

konnen Kopplung und Assoziation gleichzeitig untersucht werden.

2.9.3 DIE BONFERRONI-KORREKTUR

Bei Assoziationsstudien besteht bei jedem Test ein eigenes Risiko fiir ein falsch positives
Ergebnis. Um Fehler zu vermeiden, muss man eine Bonferroni-Korrektur durchfiithren [Sachs,
1974]. Der Grenzwert fiir die Signifikanz wird nicht wie tiblich bei p=0,05 festgesetzt, sondern
bei p=0,05/n, wobei n die Zahl der moglichen unabhidngigen Assoziationen ist, die gepriift

werden.
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2.9.4 DAS HARDY-WEINBERG-DISEQUILIBRIUM

Die aus einer Population durch schwere Erkrankung bei Homozygoten ,,aa* ausscheidenden
Allele ,,a* werden durch neue Mutationen ersetzt, so dass ein Gleichgewicht besteht. Die Allele

eines Gens sind wie in Abbildung 2.1 verteilt [Passarge, 1994].

p2+2pq+q2= 1

Haufigkeit fiir Homozygote aa

v Haufigkeit fiir Heterozygote Aa

Haufigkeit fiir Homozygote AA

p, q : Haufigkeiten
A, a: Allele

Abbildung 2.1: Hardy-Weinberg-Disequilibrium

Diese Regel kann als Kontrolle verwendet werden, um auszuschlielen, dass in einer Studie

grobe systematische Fehler unterlaufen sind.
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2.9.5 BILDUNG VON HAPLOTYPEN

Unter einem Haplotypen versteht man die Kombination von genetischen Informationen, die an
mehreren Markern eines Chromosoms vorliegen. Man untersucht, ob eine von der Mutter bzw.
vom Vater vererbte Allelkombination der betrachteten Marker mit einem Phénotyp (der
Krankheit) assoziiert ist. Die Assoziation kann stdrker sein als fiir einen einzelnen Marker.
Dadurch konnen bei der Analyse genetischer Daten Zusammenhénge oft besser aufgedeckt
werden, als wenn man die Genotypen an Einzelmarkern alleine betrachtet. Deswegen wird die
Analyse von Haplotypen heute in vielen Studien durchgefiihrt. Die Frage ist immer, welche
Kombination von Allelen auf einem DNA-Strang vorliegt, und welche auf dem anderen und ob

eine Kombination mit einem Phénotyp assoziiert ist oder nicht.
Haplotypen kdnnen auf folgende Weise bestimmt werden:

e FEine genaue Bestimmung ist immer durch die allelspezifische PCR mdglich. Hier

handelt es sich allerdings um ein sehr aufwendiges Verfahren.

e Bei der Bestimmung der Haplotypen bei einer einzelnen Person gilt: Liegt bei den
untersuchten SNPs hochstens einer heterozygot vor, so ist die Bestimmung eindeutig
moglich. Liegen mehr als ein SNP heterozygot vor, so kann die Kombination nicht

mehr eindeutig ausgemacht werden.

e Liegen iiber die Information zu einer FEinzelperson hinaus noch genetische
Informationen aus der Familie vor, so konnen die Haplotypen trotz mehrfacher
Heterozygotie zu einem groBeren Teil bestimmt werden, da die Zahl der moglichen

Kombinationen durch die Vorgaben der Eltern schon etwas eingeschréankt ist.

e Haplotypen kdnnen mit statistischen Verfahren geschitzt werden. Hierbei wird aber

abhéngig vom Verfahren immer ein bestimmter Teil der Haplotypen falsch festgelegt.

Verschiedene Verfahren zur Schitzung der Haplotypen wurden und werden entwickelt, wobei
versucht wird, die Zahl der falsch bestimmten Haplotypen moglichst gering zu halten. In dieser
Arbeit wurde der Lander-Green-Algorithmus verwendet, der in das Programm GENEHUNTER,
Version2.0b eingearbeitet ist [Kruglyak et al., 1996]. Hierbei werden die fiir die Kinder
erwarteten Diplotypen aus denen der Eltern errechnet und mit der tatsdchlich beobachteten
Anzahl mittels eines einseitigen exakten Tests verglichen. So ist es z.B. dafiir, dass ein Kind den
Diplotyp 112-121 aufweisen kann, Voraussetzung, dass ein Elternteil den Haplotypen 112
aufweist und der andere Elternteil den Haplotyp 121. Abhingig von den Genotypen der Eltern,
wird der untersuchte Diplotyp mit einer Wahrscheinlichkeit von p=0,25, p=0,5 oder p=1 geerbt.
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2.10 ANMERKUNG

Der praktische Teil dieser Arbeit entstand im Zeitraum von Oktober 2000 bis Juni 2001 an der
Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie des Kindes- und Jugendalters der Philipps-Universitt
Marburg. Zusammen mit zwei medizinischen Doktorandinnen (Anne Hoch und Constanze
Vogel) habe ich den Einfluss von Polymorphismen in Kandidatengenen in Hinblick auf
Ubergewicht untersucht. Dabei galt mein besonderes Augenmerk dem Calpain-10-Gen und
seinen Polymorphismen. Die Probanden wurden von é&rztlichen Mitarbeitern der Klinischen
Forschergruppe "Genetische Mechanismen der Gewichtsregulation" rekrutiert. Ein Teil der

DNA der Probanden wurde von mir extrahiert.

Prof. Dr. Ziegler sowie Herr Frank Geller und Herr Tilman Gorg vom Institut fiir Medizinische
Biometrie und Epidemiologie der Universitit Marburg unterstlitzten mich mit ihrem
mathematisch-statistischen Fachwissen bei der Erstellung der in dieser Arbeit aufgefiihrten
Statistiken. Die fiir die vorliegende Untersuchung notwendigen PCRs, Restriktionen,
Typisierungen und Gelelektrophoresen sind von mir selbstindig nach entsprechender
Einarbeitung durchgefiihrt worden. Ich habe mir die zur Erstellung dieser Promotionsarbeit
erforderlichen wissenschaftlichen Grundkenntnisse in Molekulargenetik, Klinik und
Biomathematik angeeignet. Fiir den theoretischen Teil dieser Arbeit habe ich in der
Literaturiibersicht die Gewichtsregulation, Adipositas und die Verkniipfung mit Calpain-10
betrachtet.
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3 ERGEBNISSE

Im Folgenden werden nacheinander die Ergebnisse der Untersuchung der 6 Polymorphismen
(Allel- und Genotypfrequenzen) beschrieben. Daran schlieBen sich die Ergebnisse der
Kopplungsanalyse an, gefolgt vom PDT, sowie der Haplotyp- und Diplotypberechnungen der
Polymorphismen SNP-43, -19 und -63. Zum Schluss werden die Ergebnisse der TDTs fiir die
beiden flankierenden Mikrosatellitenmarker (D2S125 und D2S2338) aufgefiihrt.

3.1 AUSWERTUNG DER UNTERSUCHTEN POLYMORPHISMEN

Auswertung der Agarose-Gel-Elektrophorese. Die PCR und der Restriktionsverdau wurden
mittels der Agarose-Gel-Elektrophorese ausgewertet. In den Gelen, die 2,5 % Agarose
enthielten und die mit Ethidiumbromid gefarbt wurde, leuchten die Banden der geschnittenen
und ungeschnittenen Fragmente sowie des 123-bp-Markers unter UV-Licht auf. Aus dem

Bandenmuster kann man so die Genotypen der Probanden bestimmen.

SNP-118: An der Position -10732 relativ zum Beginn des Calpain-10-Gens, zwischen Exon 8
und Exon 9 des Gens RNPEPLI, wird Cytosin gegen Guanin ausgetauscht.

Abbildung 3.1 zeigt die Banden der geschnittenen (194 bp und 127 bp, entspricht dem G-Allel)
und ungeschnittenen (321 bp, C-Allel) PCR-Produkte. Die PCR wurde mit den Primern Cal-
118-F und Cal-118-R angefertigt. Die PCR-Produkte wurden mit dem Enzym BspTI verdaut.

Marlerbanden:

492 -4182 bp {
369 bp = 321 bp
246 bp = 194 bp
123 bp =

& 127 b

Abbildung 3.1: Agarose-Gel-Elektrophorese des SNP-118-Polymorphismus im Calpain-10-Gen
M=123-bp-Marker, 1=Proband: heterozygot (C/G), 2=Mutter: homozygot geschnitten (G/G), 3=Vater:
heterozygot (C/G), 4=Geschwister: heterozygot (C/G), 5=Proband (aus anderer Familie): homozygot
ungeschnitten (C/C).
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SNP-43: An Position 4852 des Calpain-10-Gens wird Guanin gegen Adenosin ausgetauscht. Da

diese Region in Intron 3 liegt, hat der Austausch keinen Einfluss auf die Aminoséuresequenz.

Um die Genotypen der Probanden zu ermitteln, wurden PCRs mit ARMS-Primern (Cal-43c-F,
Cal-43-d-R und Cal-43-dvarR) durchgefiihrt. In Abbildung 3.2 ist ein Gel abgebildet, das das
Ergebnis einer PCR mit dem nicht-variierten Primerpaar (Cal-43c-F und Cal-43-d-F) zeigt und
mit dem das G-Allel nachgewiesen wurde. Abbildung 3.3 zeigt das Ergebnis der PCR mit den
gleichen Proben wie in Abbildung 3.2, allerdings mit dem variierten Primerpaar (Cal-43c-F und
Cal-43-dvarR). Diese PCR weist das A-Allel nach. Die Banden stammen von dem 170-bp-
DNA-Fragment, das in der PCR vervielfiltigt wurde, sowie von dem 123-bp- Marker.

Idatkerhanden:
402 — 4152 bp
369 bp
M6
123 bp 170 bp

M 1 2 3 4 5 46 7 3

Abbildung 3.2: Gel-Elektrophorese des SNP-43-Polymorphismus in C4PN10 mit nicht-variiertem
Primerpaar zum Nachweis des G-Allels

M-123-bp-Marker, 1-Proband Familie A, 2-Mutter Familie A, 3-Vater Familie A, 4-Geschwister Familie
A, 5-Proband Familie B, 6-Mutter Familie B, 7-Vater Familie B, 8-Geschwister Familie B. Bei allen
kommt das G-Allel vor.

Ilarkerbanden:
492 - 4183 bp
369 bp
246 bp
T “ 170 tp

M 1 2 3 4 5 6 T 8§

Abbildung 3.3: Gel-Elektrophorese des SNP-43 in CAPN10 mit variiertem Primerpaar zum
Nachweis des A-Allels

M-123-bp-Marker, 1-Proband Familie A, 2-Mutter Familie A, 3-Vater Familie A, 4-Geschwister Familie
A, 5-Proband Familie B, 6-Mutter Familie B, 7-Vater Familie B, 8-Geschwister Familie B. Bei 1 und 2 ist
das A-Allel vorhanden, bei 3-8 dagegen nicht.

Der Genotyp eines Probanden kann nur mit beiden PCRs bestimmt werden. So sind die

Probanden 1 und 2 heterozygot (G/A), die Probanden 3-8 dagegen homozygot (G/G).
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SNP-19 ist ein 32-bp-Repeat, der an Position 7920 des Calpain-10-Gens in Intron 6 liegt und

entweder zwei oder drei Kopien einer 32 Basenpaar-Wiederholung aufweist.

Die PCR wurde mit den Primern Cal-19-F und Cal-19-R durchgefiihrt. Abbildung 3.4 zeigt die
Banden, die vom 123-bp-Marker, sowie von den entstandenen Fragmenten von 321 bp Lange (2
Kopien des Repeats) und 353 bp Lédnge (3 Kopien des Repeats) stammen. Dieser

Langenunterschied reicht fiir eine Auswertung bei der Agarose-Gel-Elektrophorese aus.

Matlkerbanden:
407 — 4182 bp
369 tp
246 bp
123 bp 0

Abbildung 3.4: Agarose-Gel-Elektrophorese des SNP-19 im Calpain-10-Gen

M-123-bp-Marker, 1-Proband Familie A: heterozygot (2/3), 2-Mutter Familie A: homozygot (3/3), 3-
Vater Familie A: heterozygot (2/3), 4-Geschwister Familie A: homozygot (3/3), 5-Proband Familie B:
homozygot (3/3), 6-Mutter Familie B: heterozygot (2/3), 7-Vater Familie B: heterozygot (2/3), 8-
Geschwister Familie B: homozygot (2/2).

61



Ergebnisse

SNP-48: An Position 11098 im Calpain-10-Gen findet sich ein Austausch von Guanin zu
Adenosin. Dieser Polymorphismus liegt in Exon 11, der Basenaustausch hat aber keine

Auswirkung auf die Aminosduresequenz.

Die PCR wurde mit den Primern Cal-48-F und Cal-48-R, der anschlieende Verdau der PCR-
Produkte wurde mit dem Enzym Sdal durchgefiihrt.

Abbildung 3.5 zeigt ein Gel, dessen Banden vom 123-bp-Marker und von ungeschnittenen (505
bp; entspricht dem G-Allel) und geschnittenen (297 bp und 208 bp; entspricht dem A-Allel)
DNA-Abschnitten stammen.

Markerbanden:

492 - 4182 bp

369 bp
246 bp
123 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 3.5: Agarose-Gel-Elektrophorese des SNP-48 im Calpain-10-Gen

M-123-bp-Marker, 1-Proband Familie A: homozygot geschnitten (A/A), 2-Mutter Familie A: heterozygot
(G/A), 3-Vater Familie A: heterozygot (G/A), 4-Geschwister Familie A: homozygot ungeschnitten (G/G),
5-Proband Familie B: heterozygot (G/A), 6-Mutter Familie B: homozygot geschnitten (A/A), 7-Vater
Familie B: heterozygot (G/A), 8-Geschwister 1 Familie B: heterozygot (G/A), 9-Geschwister 2 Familie B:
heterozygot (G/A).
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SNP-63: An Position 16378 wird im Calpain-10-Gen Cytosin gegen Thymin ausgetauscht.
Dieser Polymorphismus liegt in Intron 13; der Austausch hat damit keinen Einfluss auf die

Aminosduresequenz.

Die PCR wurde mit ARMS-Primern (Cal-63-F, Cal-63var-F und Cal-63-R) angefertigt. Die
Banden stammen von dem 123-bp-Marker und den PCR-Produkten (187bp), die einmal das C-

Allel und einmal das T-Allel nachweisen.

Abbildung 3.6 zeigt ein Gel einer PCR mit dem nicht-variierten Primerpaar (Cal-63-F und Ca-
63-R). Diese PCR weist das C-Allel nach.

Abbildung 3.7 zeigt ein Gel einer PCR von den gleichen Probanden wie in Abbildung 3.6,
jedoch mit dem variierten Primerpaar (Cal-63varF und Cal-63-R). Damit wird das T-Allel

nachgewiesen.

Markerbanden:

[ 369-4182bp

B 246 bp
— e -
¢ 123bp

Abbildung 3.6: Agarose-Gel-Elektrophorese des SNP-63 im Calpain-10-Gen mit nicht-variiertem
Primerpaar zum Nachweis des C-Allels

1-Proband Familie A, 2-Mutter Familie A, 3-Vater Familie A, 4-Geschwister Familie A, 5-Proband
Familie B, 6-Mutter Familie B, 7-Vater Familie B, 8-Geschwister Familie B, M-123-bp-Marker; Alle
Probanden weisen das C-Allel auf.

Markerbanden:
_ BB AT o o et e R
369 -4182bp o ! . 88 8 8 L & & unspezifisches Amplifikat
246 bp 3. < 187 bp

123 bp

Abbildung 3.7: Agarose-Gel-Elektrophorese des SNP-63 im Calpain-10-Gen mit variiertem
Primerpaar zum Nachweis des T-Allels

M-123-bp-Marker, 1-Proband Familie A, 2-Mutter Familie A, 3-Vater Familie A, 4-Geschwister Familie
A, 5-Proband Familie B, 6-Mutter Familie B, 7-Vater Familie B, 8-Geschwister Familie B; Probanden 5
und 7 weisen das T-Allel auf.

Der Genotyp eines Probanden kann nur mit beiden Gelen zusammen bestimmt werden. So sind

hier alle Probanden homozygot (C/C), auer die Probanden 5 und 7, die heterozygot (C/T) sind.
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SNP-38: An Position 43153 relativ zum Beginn des Calpain-10-Gens findet sich im einzigen
Exon des nachfolgenden Gens GPR35 ein Basenaustausch von Adenin zu Cytosin. Dies hat

einen Aminoséureaustausch von Serin zu Arginin im GPR35-Gen zur Folge.

Fiir diese Untersuchung wurde eine PCR mit den Primern Cal-38-F und Cal-38-R durchgefiihrt.
Die PCR-Produkte wurden mit dem Enzym BseLl verdaut. In Abbildung 3.8 ist ein Gel zu
sehen, dessen Banden vom 123-bp-Marker, von ungeschnittenen (228 bp; entspricht dem A-
Allel) und geschnittenen (158 bp + 70 bp; entspricht dem C-Allel) DNA-Fragmenten und von

Primerdimeren stammen.

Markerbanden:

< 228 bp
< 158 bp

< 70bp
< Primerdimere

Abbildung 3.8: Agarose-Gel-Elektrophorese des SNP-38 im Calpain-10-Gen

1-Proband Familie A: heterozygot (A/C), 2-Mutter Familie A: heterozygot (A/C), 3-Vater Familie A:
homozygot geschnitten (C/C), 4-Geschwister 1 Familie A: homozygot geschnitten (C/C), M-123-bp-
Marker, 5-Geschwister 2 Familie A: homozygot geschnitten (C/C), 6-Geschwister 3 Familie A:
heterozygot (A/C), 7-Proband Familie B: homozygot ungeschnitten (A/A), 8-Mutter Familie B:
heterozygot (A/C), 9-Vater Familie B: heterozygot (A/C), 10-Geschwister Familie B: heterozygot (A/C).
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3.2 ALLELVERTEILUNG UND GENOTYPFREQUENZEN

Als erstes wurden bei einem Teilkollektiv von 94 Indexprobanden und deren Eltern und
insgesamt 110 Geschwistern die Allelfrequenzen aller 6 untersuchten Polymorphismen (SNP-
118, -43, -19, -48, -63 und -38) bestimmt. Diese sind in Tabelle 3.1 angegeben. Danach wurde
die Untersuchung auf das Gesamtkollektiv (166 Indexprobanden und deren Eltern, sowie 193
Geschwister) ausgedehnt, wobei hier nur noch die Allelfrequenzen der drei von Horikawa und
Mitarbeitern (2000) beschriebenen Polymorphismen (SNP-43, -19 und -63) bestimmt wurden.
Die Ergebnisse des Gesamtkollektivs sind in Tabelle 3.2 aufgestellt. Hieraus wurden die
Genotypfrequenzen im Gesamtkollektiv bestimmt. Diese sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Tabelle
34 stellt die Allelfrequenzen der adipdsen Patienten dieser Untersuchung mit den
Allelfrequenzen der gesunden Probanden und der an NIDDM Erkrankten aus der Untersuchung
von Horikawa und Mitarbeitern (2000) gegeniiber. Hier zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.
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94 Indexpatienten mit Adipositas

Allelhédufigkeit
Allel 1 Allel 2
SNP-118 0,71 0,29
SNP-43 0,74 0,26
SNP-19 0,42 0,58
SNP-48 0,44 0,56
SNP-63 0,50 0,50
SNP-38 0,48 0,52
94 Viter
Allelhédufigkeit
Allel 1 Allel 2
SNP-118 0,74 0,26
SNP-43 0,72 0,28
SNP-19 0,43 0,57
SNP-48 0,46 0,54
SNP-63 0,93 0,07
SNP-38 0,53 0,47
94 Miitter
Allelhdufigkeit
Allel 1 Allel 2
SNP-118 0,69 0,31
SNP-43 0,76 0,24
SNP-19 0,44 0,56
SNP-48 0,48 0,52
SNP-63 0,97 0,03
SNP-38 0,47 0,53
110 Geschwister
Allelhdufigkeit
Allel 1 Allel 2
SNP-118 0,69 0,31
SNP-43 0,76 0,24
SNP-19 0,45 0,55
SNP-48 0,49 0,51
SNP-63 0,95 0,05
SNP-38 0,52 0,48

Tabelle 3.1: Allelfrequenzen im Teilkollektiv

94 Indexprobanden und deren Eltern sowie 110 Geschwistern (SNP-118: Allel 1=C, Allel 2=G; SNP-43:
Allel 1=G, Allel 2=A; SNP-19: Allel 1=2 Wiederholungen des 32bp-Repeats, Allel 2=3 Wiederholungen
des 32bp-Repeats; SNP-48: Allel 1=G, Allel 2=A; SNP-63: Allel 1=C, Allel 2=T; SNP-38: Allel 1=A,
Allel 2=C).
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166 Indexpatienten mit Adipositas

Allelhaufigkeit Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
Allel 1 Allel 2 T-Wert p-Wert
SNP-43 0,74 0,26 0,13 0,72
SNP-19 0,38 0,62 0,09 0,76
SNP-63 0,93 0,07 0,92 0,34
166 Elternpaare
Allelhaufigkeit Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
Allel 1 Allel 2 T-Wert p-Wert
SNP-43 0,75 0,25 0,77 0,38
SNP-19 0,40 0,60 0,01 0,91
SNP-63 0,92 0,08 0,54 0,46
193 Geschwister
Allelhdufigkeit Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
Allel 1 Allel 2 T-Wert p-Wert
SNP-43 0,78 0,22 6,72 0,01
SNP-19 0,44 0,56 1,08 0,30
SNP-63 0,92 0,08 1,47 0,23

Tabelle 3.2: Allelfrequenzen im Gesamtkollektiv

Bei 166 Indexprobanden und deren Eltern sowie 193 Geschwistern (SNP-43: Allel 1=G, Allel 2=A; SNP-
19: Allel 1=2 Wiederholungen des 32bp-Repeats, Allel 2=3 Wiederholungen des 32bp-Repeats; SNP-63:
Allel 1=C, Allel 2=T).

Polymorphismus Genotyp Indexpatienten Eltern Geschwister
Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent
SNP-43 11 91 54,82 183 55,12 125 64,77
12 65 39,16 131 39,46 53 27,46
22 10 6,02 18 5,42 15 7,77
SNP-19 11 26 15,66 55 16,57 41 21,24
12 77 46,39 159 47,89 88 45,60
22 63 37,95 118 35,54 64 33,16
SNP-63 11 143 86,14 283 85,24 162 83,94
12 23 13,86 46 13,86 31 16,06
22 0 0,00 3 0,90 0 0,00

Tabelle 3.3: Genotypfrequenzen von SNP-43, -19 und -63
(SNP-43: Allel 1=G, Allel 2=A; SNP-19: Allel 1=2 Wiederholungen des 32bp-Repeats, Allel 2=3
Wiederholungen des 32bp-Repeats; SNP-63: Allel 1=C, Allel 2=T).
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Frequenz f, mit der das Allel in der jeweiligen Gruppen vorkommt
Horikawa et al. (2000)
Polymorphismus | Allel | adipgse Indexpatienten Mexikanische
. Deutsche .
dieser Untersuchung Amerikaner
Kontrollen | Patienten | Kontrollen | Patienten

SNP-118 C 0,71 NA NA 0,85 0,88
G 0,29 NA NA 0,15 0,12
SNP-43 G 0,74 0,66 0,72 0,75 0,80
A 0,26 0,34 0,28 0,25 0,20
SNP-19 2 0,42 0,27 0,34 0,57 0,58
3 0,58 0,73 0,66 0,43 0,42
SNP-48 G 0,44 NA NA 0,53 0,58
A 0,56 NA NA 0,47 0,42
SNP-63 C 0,50 0,94 0,92 0,77 0,77
T 0,50 0,06 0,08 0,23 0,23
SNP-38 A 0,48 NA NA 0,62 0,50
C 0,52 NA NA 0,38 0,50

Tabelle 3.4: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen der adiposen Patienten dieser Untersuchung
mit Kontrollen und an NIDDM erkrankten Patienten der Untersuchung von Horikawa und
Mitarbeitern (2000).

[Horikawa et al., 2000]; NA= nicht angegeben

3.3 KOPPLUNGSANALYSE

Die anschlieBend durchgefiihrte modellfreie Kopplungsanalyse an den Markern D2S125 und
D2S2338 zeigte im Gesamtkollektiv (166 Indexprobanden) keinen Hinweis auf Kopplung der
untersuchten Region mit Adipositas. Keiner der Multipoint-LOD-Werte lag iiber 0,45. Die
Berechnung der Two-Point-LOD-Werte zeigte die in Tabelle 3.5 angegebenen Ergebnisse.

Two-Point-LOD-score
Marker | eil-Kollektiv gesag/t[isBléoll{l)e ktiv
D2S125 1,002 0,388
SNP-118 0,082 n.u.
SNP-43 0,594 0,116
SNP-19 0,075 0,000
SNP-63 0,061 0,000
SNP-48 0,102 n.u.
SNP-38 0,000 n.u.
D252338 1,591 0,450

Tabelle 3.5: Berechnung der Werte des Two-Point-LOD der Marker D2S125 und D2S2338 sowie
der SNPs -118, -43, -19, -63 ,-48, -38.

Getrennt aufgelistet sind die Ergebnisse fiir die Untersuchungen des ersten Teil-Kollektivs (n=96
Familien) und des gesamten Kollektivs (n=166 Familien). n.u. = nicht untersucht: beim Gesamtkollektiv
wurden die SNPs -118, 48 und -38 nicht weiter untersucht (s. Text).
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3.4 PDT DER SNPs -43,-19 UND -63

Im nidchsten Schritt wurde im Gesamtkollektiv (166 Indexprobanden mit Familien) ein
einseitiger asymptotischer PDT fiir SNP-43 berechnet, um die Transmissionshaufigkeit der
einzelnen Allele zu iiberpriifen. Hierbei zeigte sich keine erhdhte Transmission des G-Allels
(Transmissionsrate 50,7%; p-Wert 0,29). Der PDT der SNPs-19 und -63 zeigte ebenfalls keine
erhohte Transmission eines Allels (SNP-19: Transmissionsrate 50,0%, p-Wert 0,98; SNP-63:
Transmissionsrate C-Allel: 50,3%, p-Wert 0,56). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.6

zusammengefasst.
Polymorphismus transmittiert nlcht . Transmissions- p-Wert
transmittiert rate
SNP-43
Allel 1 547 532 50,7% 0,29
Allel 2 167 182 47,9% 0,29
SNP-19
Allel 1 296 296 50,0% 0,98
Allel 2 418 418 50,0% 0,98
SNP-63
Allel 1 660 652 50,3% 0,56
Allel 2 54 62 46,6% 0,56

Tabelle 3.6: PDT von SNP-43, SNP-19 und SNP-63 von 166 Indexprobanden, deren Eltern und
Geschwistern.

(SNP-43: Allel 1=G, Allel 2=A; SNP-19: Allel 1=2 Wiederholungen des 32bp-Repeats, Allel 2=3
Wiederholungen des 32bp-Repeats; SNP-63: Allel 1=C, Allel 2=T).
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3.5 DIE HAPLOTYPEN AUS DEN SNPS -43, -19 UND -63

Fiir die Untersuchung der Haplotypen, die aus den drei SNPs -43, -19 und -63 gebildet werden,
wurden die Haplotypfrequenzen bestimmt und ein einseitiger asymptotischer PDT durchgefiihrt.
Tabelle 3.7 zeigt die Haplotypfrequenzen bei den Kindern und deren Eltern, Tabelle 3.8 zeigt
die Ergebnisse des PDT. Die restlichen, aus SNP-118, -48 und -38 gebildeten, Haplotypen
wurden explorativ untersucht. Bei diesen Untersuchungen konnte keine signifikant erhdhte

Transmission eines Haplotypen festgestellt werden.

166 Indexpatienten mit Adipositas
Haplotyp Anzahl Haufigkeit (%)
111 105 31,6
112 20 6,0
121 120 36,1
122 2 0,6
211 4 1,2
212 0 0,0
221 80 24,1
222 1 0,3
166 Elternpaare
Haplotyp Anzahl Haufigkeit (%)
111 220 33,1
112 42 6,3
121 227 34,2
122 8 1,2
211 7 1,1
212 0 0,0
221 158 23,8
222 2 0,3
193 Geschwister
Haplotyp Anzahl Haufigkeit (%)
111 138 35,8
112 27 7,0
121 134 34,7
122 4 1,0
211 5 1,3
212 0 0,0
221 78 20,2
222 0 0,0

Tabelle 3.7: Haplotypfrequenzen

Bei 166 Indexprobanden und deren Eltern sowie 193 Geschwistern. Innerhalb eines Haplotypen gilt die
Reihenfolge SNP-43, SNP-19 und SNP-63. Die Ziffer "1" bei SNP-43 fiir das G-Allel, bei SNP-19 fiir 2
Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das C-Allel. Die Ziffer "2" steht bei SNP-43 fiir das A-Allel, bei
SNP-19 fiir 3 Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das T-Allel.
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Haplotyp Indexpatienten Eltern Transmission in
Prozent (p-Wert)
111 105 220 49,5 (0,84)
112 20 42 49,5 (1,00)
121 120 227 52,5(0,19)
122 2 8 35,3 (0,45)
211 4 7 64,3 (0,66)
212 0 0 0
221 80 158 47,7 (0,31)
222 1 2 0 (0,32)

Tabelle 3.8: PDT der Haplotypen der 3 interessanten SNPs -43, -19 und -63 von 166
Indexprobanden.

Zu den Haplotypen sind das jeweilige Vorkommen sowie die Transmission in Prozent und der P-Wert
angegeben. Innerhalb eines Haplotypen gilt die Reihenfolge SNP-43, SNP-19 und SNP-63. Die Ziffer "1"
bei SNP-43 fiir das G-Allel, bei SNP-19 fiir 2 Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das C-Allel. Die
Ziffer "2" steht bei SNP-43 fiir das A-Allel, bei SNP-19 fiir 3 Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das
T-Allel.
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3.6 DIE DIPLOTYPEN AUS DEN SNPS -43, -19 UND -63

Die Untersuchung erstreckte sich auf alle Diplotypen, die aus SNP-43, -19 und -63 gebildet
werden konnen. Ausgehend von der Haplotypverteilung bei den Eltern wurde die bei den
Kindern zu erwartenden berechnet und mit der tatsichlich beobachteten Haplotypverteilung
mittels eines einseitigen exakten Tests verglichen. Hierbei wurde spezielles Augenmerk auf den
,high-risk“-Diplotyp 112-121 von Horikawa et al. (2000) gelegt. Damit ein Kind diesen
relevanten Diplotyp erben kann, muss ein Elternteil den 112-Haplotyp aufweisen, der andere
Elternteil den 121-Haplotyp. Je nach Verteilung der Haplotypen bei den Eltern betrdgt die
Wabhrscheinlichkeit fiir das Kind, den 112-121 Haplotyp zu erben, 0,25, 0,5 oder 1.

Bei der explorativen Analyse des Teilkollektivs zeigte sich eine verdnderte Transmission fiir
den Diplotyp 121/221. Hier standen 30,25 erwarteten Kindern, die diesen Diplotyp erben, 19
tatsdchlich beobachtete entgegen (Tabelle 3.9). Im Gesamtkollektiv konnte keine signifikant
verdnderte Transmission festgestellt werden (55,25 erwarteten Fillen standen 50 beobachtete

Fille gegeniiber, Tabelle 3.10).

In Tabelle 3.10 ist die Verteilung der Diplotypen wiedergegeben. Die explorative Untersuchung
der aus den restlichen Polymorphismen SNP-118, -48 und -38 gebildeten Diplotypen zeigte

keine iiberzufillig hiufige Vererbung.
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. Anzahl der Kinder, die den
Auftreten dieses | . .. .
. . jeweiligen Haplotyp mit der
Diplotyps bei den beobachtete
Diplotyp Eltern angegeben@ erwartete eobac
Wabhrscheinlichkeit p erben | Anzahl Anzahl
relative
e | T RS e
11 63 0,161 45 31 13 39,75 35
12 12 0,031 7 4 0 3,75 6
13 89 0,227 77 38 2 40,25 40
14 2 0,005 5 0 0 1,25 1
15 2 0,005 12 0 0 3 0
16 0 0,000 0 0 0 0 0
17 63 0,161 66 26 0 29,5 35
18 0 0,000 0 0 0 0 0
22 0 0,000 0 0 0 0 0
23 8 0,020 13 0 0 3,25 6
24 1 0,003 0 0 0 0 0
25 0 0,000 0 0 0 0 0
26 0 0,000 0 0 0 0 0
27 11 0,028 18 5 0 7 6
28 0 0,000 0 0 0 0 0
33 38 0,097 40 18 2 21 24
34 3 0,008 10 0 0 2,5 3
35 11 0,028 14 2 0 4,5 7
36 0 0,000 0 0 0 0 0
37 64 0,163 57 24 4 30,25 19
38 1 0,003 2 0 0 0,5 0
44 0 0,000 0 0 0 0 0
45 1 0,003 0 0 0 0 0
46 0 0,000 0 0 0 0 0
47 0 0,000 3 0 0 0,75 0
48 0 0,000 2 0 0 0,5 0
55 0 0,000 0 0 0 0 0
56 0 0,000 0 0 0 0 0
57 2 0,005 2 0 0 0,5 2
58 0 0,000 0 0 0 0 0
66 0 0,000 0 0 0 0 0
67 0 0,000 0 0 0 0 0
68 0 0,000 0 0 0 0 0
77 21 0,054 23 14 0 12,75 9
78 0 0,000 0 0 0 0 0
88 0 0,000 0 0 0 0 0
Kodierung fiir die Diplotypen:
Die Haplotyp-Kodierung gibt zuerst SNP-43, dann SNP-19 und an letzter Stelle SNP-63 an.
1= Haplotyp 1-1-1 5= Haplotyp 2-1-1
2= Haplotyp 1-1-2 6= Haplotyp 2-1-2
3= Haplotyp 1-2-1 7= Haplotyp 2-2-1
4= Haplotyp 1-2-2 8= Haplotyp 2-2-2

Tabelle 3.9: Verteilung der Diplotypen im Teilkollektiv (n=96 Familien) bei den Eltern und die
daraus errechnete zu erwartende und die wirklich beobachtete Verteilung bei deren Kindern.
Bei der Kodierung der Diplotypen steht z.B. 23 fiir den Diplotyp 112/121. Innerhalb eines Haplotyps
steht "1" bei SNP-43 fiir das G-Allel, bei SNP-19 fiir 2 Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das C-
Allel. Die Ziffer "2" steht bei SNP-43 fiir das A-Allel, bei SNP-19 fiir 3 Kopien des Repeats und bei
SNP-63 fiir das T-Allel.
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Anzahl der Kinder, die
Auftreten dieses | den jeweiligen Haplotyp ervza;ir:ter
. Diplotyps bei mit der an.gegeber}en erwartete erwarteter| brolbcli- beobach- | beobach-
Diplotyp den Eltern Wabhrscheinlichkeit p Anzahl  Anteil tete teter Anteil|  teter
erben k] Anteil >
H;e&;t;‘l’felt p=025 p=05 p-1 5%
11 38 0,114 71 39 13 50,25 0,140 48 0,134 X
12 13 0,039 21 12 2 13,25 0,037 19 0,053 X
13 75 0,226 99 96 2 74,75 0,208 73 0,203 X
14 6 0,018 7 2 0 2,75 0,008 5 0,014
15 2 0,006 12 0 0 3 0,008 0 0,000
16 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
17 47 0,142 91 53 0 49,25 0,137 49 0,136 X
18 1 0,003 4 0 0 1 0,003 1 0,003
22 2 0,006 7 0 0 1,75 0,005 0 0,000
23 12 0,036 38 12 0 15,5 0,043 17 0,047 X
24 1 0,003 0 0 0 0 0,000 0 0,000
25 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
26 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
27 12 0,036 39 9 0 14,25 0,040 11 0,031
28 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
33 36 0,108 79 45 2 44,25 0,123 53 0,148 X
34 0 0,000 10 3 0 4 0,011 1 0,003
35 4 0,012 14 2 0 4,5 0,013 7 0,019
36 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
37 63 0,190 93 52 6 55,25 0,154 50 0,139 X
38 1 0,003 0 0 0 0 0,000 0 0,000
44 0 0,000 2 0 0 0,5 0,001 0 0,000
45 1 0,003 0 0 0 0 0,000 0 0,000
46 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
47 0 0,000 3 0 0 0,75 0,002 0 0,000
48 0 0,000 4 0 0 1 0,003 0 0,000
55 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
56 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
57 0 0,000 2 0 0 0,5 0,001 2 0,006
58 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
66 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
67 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
68 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
77 18 0,054 42 24 0 22,5 0,063 23 0,064 X
78 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000
88 0 0,000 0 0 0 0 0,000 0 0,000

Kodierung fiir die Diplotypen:
Die Haplotyp-Kodierung gibt zuerst SNP-43, dann SNP-19 und an letzter Stelle SNP-63 an.
5= Haplotyp 2-1-1
6= Haplotyp 2-1-2
7= Haplotyp 2-2-1
8= Haplotyp 2-2-2

1= Haplotyp 1-1-1
2= Haplotyp 1-1-2
3= Haplotyp 1-2-1
4= Haplotyp 1-2-2

Tabelle 3.10: Verteilung der Diplotypen im gesamten Kollektiv (n=166 Familien) bei den Eltern
und die daraus errechnete zu erwartende und die wirklich beobachtete Verteilung bei deren

Kindern.

Bei der Kodierung der Diplotypen steht z.B. 23 fiir den Diplotyp 112/121. Innerhalb eines Haplotyps
steht "1" bei SNP-43 fiir das G-Allel, bei SNP-19 fiir 2 Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das C-
Allel. Die Ziffer "2" steht bei SNP-43 fiir das A-Allel, bei SNP-19 fiir 3 Kopien des Repeats und bei

SNP-63 fiir das T-

Allel.
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In Bezug auf den ,high-risk“-Diplotyp wurden 50 Kinder gefunden, bei denen jedes Elternteil
entweder einen oder zwei der relevanten Haplotypen besal3 (Tabelle 3.11). Bei 38 Kindern hatte
jedes Elternteil genau einen dieser beiden Haplotypen. Diese Kinder erben den ,high-risk-
Diplotyp mit einer Wahrscheinlichkeit von p=0,25. Bei 12 Kindern war ein Elternteil
homozygot fiir den einen Haplotypen und der andere Elternteil heterozygot fiir den jeweiligen
anderen Haplotyp. Diese Kinder erben den ,,high-risk“-Diplotyp mit einer Wahrscheinlichkeit
von p=0,5. Bei keinem Kind wurden Eltern gefunden, bei denen ein Elternteil homozygot fiir
den einen und der andere Elternteil homozygot fiir den anderen Haplotyp war. Daraus ergibt
sich eine erwartete Haufigkeit von 15,5. Die tatséchliche beobachtete Anzahl von 17 liegt nur
leicht dartiber (p-Wert=0,3) und entspricht einem Anteil von 4,7% (95%-Konvidenzintervall:
2,9-7,3%). Dieser Anteil liegt zwischen dem Anteil bei gesunden Kontrollpatienten (1,3%) und
an NIDDM erkrankten Patienten (6,1%) aus Dresden [Horikawa et al., 2000].

112/112 und 121/xxx
Diplotypen der Eltern 112/xxx und 121/xxx | oder 121/121 und | 112/112 und 121/121
112/xxx

Anzahl der Kinder 38 12 0

Tabelle 3.11: Die 50 Kinder, die den ,,high-risk“-Diplotyp erben kdonnen, aufgelistet nach den
Diplotypen der Eltern.
xxx steht fiir jeden Haplotyp auler 112 und 121.
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3.7 TDT DER MIKROSATELLITENMARKER D2S125 unDp D2S2338

Um die Haplotypen richtig zuordnen zu konnen,

berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.12 und Tabelle 3.13 zu sehen. Angegeben sind

jeweils die Anzahl der Fille, in denen das Allel transmittiert bzw. nicht transmittiert wurde, die

Transmissionsrate, der y>Wert und der p-Wert.

wurde der TDT (Transmissions-

Disequilibrium-Test) fiir zwei flankierende Mikrosatellitenmarker (D2S125 und D2S2338)

gesamtes Kollektiv

(n=166 Familien)

Marker Allel -
trans- nicht Trans- 2
mittiert |transmittiert| missionsrate X p-Wert
D2S125 1 4 3 57,1 % 0,14 0,705
2 128 107 54,5 % 1,88 0,171
3 84 83 50,3 % 0,01 0,938
4 70 100 41,2 % 5,29 0,021
5 145 142 50,5 % 0,03 0,859
6 48 65 42,5 % 2,56 0,110
7 34 35 49,3 % 0,01 0,904
8 58 42 58,0 % 2,56 0,110
9 13 8 61,9 % 1,19 0,275
10 3 2 60,0 % 0,20 0,655

Tabelle 3.12: TDT der 10 Allele des Markers D2S125 auf Chromosom 2 in der Umgebung des

Calpain-10-Gens.

Angegeben ist jeweils die Anzahl der Fille, in denen das Allel transmittiert bzw. nicht transmittiert

. . L . 2
wurde. Daraus errechnen sich die Transmissionsrate sowie der x°-Wert und der p-Wert.

Marker

Allel

gesamtes Kollektiv
(n=166 Familien)

trans- nicht . T?ans' 2
mittiert | transmittiert m1ssEoo/z1]srate X p-Wert
D2S2338 1 3 8 27,3 2,27 0,132
2 4 1 80,0 1,80 0,180
3 174 178 49,4 0,05 0,831
4 10 13 43,5 0,39 0,532
5 180 170 51,4 0,29 0,593
6 11 12 47,8 0,04 0,835

Tabelle 3.13: TDT der 6 Allele des Markers D2S2338 auf Chromosom 2, flankierend zu CAPNI10.
Angegeben ist jeweils die Anzahl der Fille, in denen das Allel transmittiert bzw. nicht transmittiert

. . L . 2
wurde. Daraus errechnen sich die Transmissionsrate sowie der x“-Wert und der p-Wert.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von sechs Polymorphismen im CAPNI(0-Gen auf
Chromosom 2q37 - speziell der SNPs -43, -19 und -63 - auf die friih manifeste Adipositas zu
priifen. Hierfiir wurden 166 Familien mit 166 adipdsen Indexprobanden sowie deren insgesamt

193 adipdsen Geschwistern untersucht.

Im Gegensatz zu viel versprechenden Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen iiber die
CAPNI0-Region in Bezug auf NIDDM [Horikawa et al., 2000], sowie Kopplungsbefunden in
dieser Region fiir Adipositas [Hager et al., 1998] und der Tatsache, dass an NIDDM Erkrankte
meist erhdhte BMI-Werte aufweisen [Song et al., 2004], stiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit

eine Verwicklung von CAPNI0 in die Entstehung von frith manifester Adipositas nicht:

Allelverteilung. Die Allelverteilung bei den sechs untersuchten SNPs wich nicht vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht ab und zeigte damit keine Assoziation mit Adipositas und war der
anderer kaukasischer Populationen &dhnlich. Tabelle 4.1 zeigt eine Gegeniiberstellung der
Allelfrequenzen der drei den ,,high-risk“-Diplotyp definierenden SNPs aus dieser Arbeit mit den
Allelfrequenzen, die in anderen kaukasischen und auch anderer Populationen gefunden wurden.
Ehrmann und Mitarbeiter (2002) konnten bei an PCOS Erkrankten Unterschiede in den
Allelfrequenzen zwischen Weillen und Afro-Amerikanern nachweisen [Ehrmann et al., 2002].
Ebenso fanden Fullerton et al. 2002 bei der Genotypisierung von Individuen von fiinf
Kontinenten bei der Allelfrequenz der den 112/121-Diplotyp definierenden SNPs zwischen
Afrikanern und Nicht-Afrikanern groflere Unterschiede als erwartet [Fullerton et al., 2002].

Allelfrequenzen (%)
i Ehrmann et al., 2002 Horikawa et al., 2000 Malecki et al., 2000
SN Afro.  Elbeinet Polen
. 0- .
1., 2002
Untersuchung Weille Amerikaner al,, Finnland Deutschland NIDDM Kontrollen

43 G-Allel 74 65 80 74+2 67 66 73 69
A-Allel 26 35 20 2642 33 34 27 31

19 2 Repeats 38 36 66 4342 38 27 34 35
3 Repeats 62 64 34 57£2 62 73 66 65

63  C-Allel 93 90 53 92+1 97 94 93 91
T-Allel 7 10 47 8+1 3 6 7 9

Tabelle 4.1: Allelverteilung der SNPs, die den ,,high-risk“-Diplotyp definieren, in verschiedenen
Populationen

[Ehrmann et al., 2002 (Probanden mit PCOS und z.T. NIDDM); Elbein et al., 2002 (Probanden
nordeuropdischer Abstammung, an NIDDM Erkrankte und Kontrollen); Horikawa et al., 2000 (nicht an
NIDDM Erkrankte); Malecki et al., 2002]

Kopplungsanalyse. Bei den Kopplungsuntersuchungen konnte keine Kopplung von Adipositas
mit den drei SNPs -43, -19 und -63 oder den beiden Mikrosatellitenmarkern D2S125 und
D2S2338 nachgewiesen werden. Der hochste LOD-Score wurde bei dem Mikrosatellitenmarker
D2S2338 (0,45) beobachtet.
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Der PDT. Die Transmissionsraten der Allele der SNPs -43, -19 und -63 und der daraus
gebildeten Haplotypen wichen nicht signifikant von 50% ab.

Die Haplotypen. Die Haplotypfrequenzen waren denen anderer kaukasischer Familien sehr
dhnlich. Ehrmann und Mitarbeiter konnten (2002) bei Patienten mit PCOS neben Unterschieden
in der Allelverteilung auch einen Unterschied in der Haplotypverteilung zwischen Weiflen und
Afro-Amerikanern feststellen, der allerdings bei geringer Fallzahl in Hinblick auf das NIDDM-
Risiko nicht signifikant war. (Tabelle 4.2) [Ehrmann et al., 2002; Elbein et al., 2002; Horikawa
et al., 2000; Malecki et al., 2002].

Haplotypfrequenzen (%)
Haplotyp [[ndexpatienten Ehrmann et al., 2002  Elbein Horikawa et al., 2000 Malecki et al., 2002
dieser et al,
Untersuchung ~ Weie Amefirl(()a-mer 2002* Finnland Deutschland NIDDI\/I[) OIl(i)nntrollen
111 31,6 27 19 31 35 25 27,0 26,4
112 6,0 11 47 7 3 3 7,2 8,8
121 36,1 27 17 35 29 42 38,9 33,7
122 0,6 k.A. k.A. 1 0 1 0 1
211 1,2 k.A. k.A. 1 0,3 0 k.A. k.A.
212 0,0 k.A. k.A. 0 0 0 k.A. k.A.
221 24,1 34 16 25 32 29 29,9 30,7
222 0,3 k.A. k.A. 0 0 0 k.A. k.A.

Tabelle 4.2: Verteilung der Haplotypen, die aus SNP-43, SNP-19 und SNP-63 gebildet werden, in
verschiedenen Populationen

[Ehrmann et al., 2002 (Probanden mit PCOS, ohne NIDDM); Elbein et al., 2002 (Probanden
nordeuropdischer Abstammung, an NIDDM Erkrankte und Kontrollen); Horikawa et al., 2000 (nicht an
NIDDM Erkrankte); Malecki et al., 2002]. Innerhalb eines Haplotypen gilt die Reihenfolge SNP-43,
SNP-19 und SNP-63. Die Ziffer "1" bei SNP-43 fiir das G-Allel, bei SNP-19 fiir 2 Kopien des Repeats
und bei SNP-63 fiir das C-Allel. Die Ziffer "2" steht bei SNP-43 fiir das A-Allel, bei SNP-19 fiir 3
Kopien des Repeats und bei SNP-63 fiir das T-Allel. K.A.= keine Angaben in der Literatur

Die Diplotypen. In der vorliegenden Arbeit wich bei der Weitervererbung der Diplotypen die
tatséchlich beobachtete Anzahl nicht signifikant von der jeweils erwarteten ab. Es konnte keine
Abhingigkeit zwischen dem von Horikawa und Mitarbeitern (2000) beschriebenen ,,high-risk*-
Diplotypen 112/121 und frith manifester Adipositas gefunden werden.

* In dieser Verdffentlichung kann man in der Tabelle, die die Haplotypfrequenzen angibt, die Frequenzen
nicht eindeutig dem jeweiligen Haplotypen zuordnen, da wahrscheinlich durch ein Versehen ein Haplotyp
doppelt aufgefiihrt ist. Hier sind die Frequenzen aufgefiihrt, wie sie mutmaBlich beobachtet wurden. Eine

Anfrage hierzu wurde an den Autor gestellt.
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Besprechung. Assoziation der drei SNPs - 43, -19 und -63 mit NIDDM konnte in einigen
Populationen nachgewiesen werden [Baier et al., 2000 (Pima Indianer); Cassell et al., 2002
(Inder); Garant et al., 2002 (Afro-Amerikaner); Malecki et al., 2002 (Polen); Orho-Melander et
al., 2002 (Finnen)], in anderen Populationen dagegen nicht [Evans et al., 2001 (Briten); Hegele
et al., 2001 (Oji-Cree Indianer); Tsai et al., 2001 (Polynesier von Samoa); Xiang et al., 2001
(Chinesen); Daimon et al., 2002 (Japaner); Elbein et al., 2002 (Weile aus Utah); Fingerlin et al.,
2002 (Finnen); Rasmussen et al., 2002 (Déinen und Schweden); Horikawa et al., 2003
(Japaner)].

Im Gegensatz zur Eingangshypothese der vorliegenden Arbeit, legen einzelne Studien sogar den
Verdacht nahe, dass der ,,high-risk“-Diplotyp (112/121) das Risiko, an Adipositas zu erkranken,
minimiert. So wies ein Genomscreen fiir koronare Herzkrankheit bei einer indo-mauretanischen
Population die grofite Kopplung von NIDDM an den Chromosomenort 2q37 (CAPN10-Region)
bei den 24 Familien mit NIDDM nach, die den geringsten BMI aufwiesen [Francke et al.,
2001]. Bei einer Untersuchung in einer Population im Siidwesten Deutschlands konnten
Stumvoll und Mitarbeiter (2001) keine unterschiedliche Allelverteilung bei den Probanden mit
normaler und denen mit gestorter Glukosetoleranz feststellen. Der Genotyp G/G des SNP-43
war mit hoherer Glukose-stimulierter Insulinsekretion und effizienterer Konversion von
Proinsulin in Insulin assoziiert war. Das Gegenteil der zwei genannten Parameter ist aber
typisch fiir NIDDM. Diplotypen wurden aufgrund der kleinen Studiengruppe nicht gebildet
[Stumvoll et al., 2001]. Wu et al. (2005) zeigten, dass der ,high-risk“-Diplotyp in einer
chinesischen Population das NIDDM-Risiko sogar senkt, dafiir aber das Risiko, erhohte
Cholesterinwerte aufzuweisen, erhoht [Wu et al., 2005]. Zusétzlich zeigten Ehrmann und
Mitarbeiter 2002 bei Patienten, die an PCOS, nicht aber an NIDDM erkrankt waren, dass die,
die den 112/121-Diplotyp trugen, weniger adipds waren als Patienten, die diesen Diplotyp nicht
aufwiesen [Ehrmann et al., 2002].

Die Widerspriiche zwischen den Ergebnissen der publizierten Arbeiten und den Daten der
vorliegenden Arbeit konnten durch falsch positive oder negative Werte und durch genetische
Heterogenitdt erklért werden. Angesichts der vielen unterschiedlichen Geno- und Phénotypen,
die in den Arbeiten, die eine Assoziation von Korpergewicht mit der Chomosomenregion 2q37
zeigten, untersucht wurden, miissen Mehrfachbestimmungen als eine mogliche Erkldrung in
Betracht gezogen werden. Geografische und ethnische Unterschiede spielen sicher eine Rolle in
der Verteilung der Allel, Haplotyp- und Genotypfrequenzen und kdnnten moglicherweise als
positiver Selektionsdruck interpretiert werden [Fullerton et al., 2002]. Dies erschwert die Suche
nach einer oder mehreren Varianten, die zu NIDDM oder Adipositas fithren kdnnen. Song et al.
(2004) =zeigen, dass unzureichende statistische Aussagekraft (Power), o.g. Populations-

unterschiede, potentielle Gen-Gen oder Gen-Umwelt-Interaktionen, systematische Fehler
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(publication bias) und Mehrfachpriifungen von Hypothesen zur Heterogenitét vorangegangener

Studien zu CAPN10 und NIDDM beitragen konnten [Song et al., 2004].

Die Auswirkungen von Variationen im Chromosom 2q37 auf andere biochemische
Mechanismen wie die Assoziation von SNP-19 mit der lipolytische Aktivitidt adrenerger
Rezeptoren in Fettzellen oder die Auswirkungen von erniedrigten CAPNIO-mRNA-Leveln
miissen weiter untersucht werden [Hoffstedt et al., 2002a; Baier et al., 2000; Yang et al., 2001].
Diese noch nicht vollstindig entschliisselten Mechanismen kénnten die Deutung der Ergebnisse
anderer Studien vereinfachen und vor allem Ansatzpunkte fiir weitere Untersuchungen

darstellen.

Ausblick. Song et al. (2004) regen an, dass beides, groB angelegte, gut gestaltete
Assoziationsstudien und auch funktionelle (in-vitro-) Untersuchungen gerechtfertigt sind, um
die Hypothese hinsichtlich der Rolle von CAPNI0 fir das NIDDM-Risiko entweder zuverlassig
zu bestétigen oder schliissig zu widerlegen [Song et al., 2004]. Es muss versucht werden, die
statistische Aussagekraft der Analysen und damit die Genauigkeit zu erhéhen. Dies kann z.B.
durch Erhdhung der Fallzahlen, Verfeinerung der Phénotypen und Benutzung extremer
Phénotypen geschehen, ist aber meist mit erhdhten Kosten verbunden. Wie schon bei der
Untersuchung anderer komplexer Krankheiten geschehen (z.B. bei Diabetes mellitus Typ I und
Asthma), kann die Zusammenarbeit mehrerer Arbeitsgruppen und damit die Zusammenlegung
der Datensitze die statistische Power erhohen, birgt aber das Problem, wie das oft recht
heterogene Datenmaterial abgeglichen werden kann [Bell et al., 2005]. Schon wire es, wenn in

Hinblick auf das Adipositas-Risiko in der Zukunft Studien dhnlichen Ausmafes moglich wiren.

Die Entschliisselung annéhernd des gesamten menschlichen Genoms ist durch die Schaffung
von Hochleistungslabors mit Automatisierung vieler Arbeitschritten und rasant gewachsener
Rechnerleistungen, womit ein hoher Probendurchsatz erreicht werden konnte, fast
abgeschlossen. Hier bieten sich fiir die Zukunft unvorstellbare Moglichkeiten fiir groBe

Assoziations- und Kopplungsstudien.

In den bisherigen Studien zur Adipositas wurden viele Phinotypen untersucht, die jeweils Vor-
und Nachteile haben und es herrscht nur wenig Einigkeit dariiber, welcher Phénotyp der beste
ist. Es sollte weiterhin die Untersuchung von Intermediar-Phénotypen (Fettverteilungsmuster,
Hormonspiegel) verfeinert werden, da BMI und Adipositas Phanotypen sind, die ganz am Ende
einer moglichen Reihe von Verinderungen stehen und so die entdeckten Gen-Variationen nicht
einem Einzelschritt in der Adipositas-Entstehung zugeordnet werden konnen. Hier bietet die in
letzter Zeit hiufiger zur Anwendung kommende Microarray-Technik neue Mdglichkeiten: die
Gen-Expression einer Vielzahl von Genen wird in verschiedenen Geweben, hier in Adipozyten,
untersucht und zwischen adipdsen und normalgewichtigen Probanden verglichen, um damit

Gene zu finden, die zwischen diesen beiden Zustinden eine Hoch- oder Herunterregulation
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erfahren. Diese Technik ist allerdings mit hohen Kosten verbunden und die Aussagekraft ist
umstritten, da bislang beim Menschen keine bahnbrechenden Ergebnisse erzielt werden

konnten.

Die hier untersuchten Genvariationen sind in Introns lokalisiert. Entgegen dem allgemeinen
Trend, muss in Zukunft ein besonderes Augenmerk auf diese Intronregionen gelegt werden, um
die funktionelle Relevanz dieser Intron-Variationen aufzudecken. Um dieses weite Feld
zugéinglicher zu machen, werden Methoden zu finden sein, um funktionelle Elemente sowohl in

kodierende als auch in nicht-kodierende Regionen aufzuspiiren.

Geht man davon aus, dass der genetische Einfluss auf die Entstehung von Adipositas
polygenisch ist, d.h. spielen mehrere Gen-Variationen mit wahrscheinlich eher geringem
einzelnen Einfluss eine Rolle, dann ist klar, dass die Suche nach den Einfluss nehmende
Variationen bzw. nach den Kombinationen aus den Variationen eine grofe Aufgabe ist und das

grofe Fallzahlen nétig sind, um geringe Einfliisse einzelne Genvariationen aufzudecken.

Man darf nicht aufler Acht lassen, dass bei der Entstehung von Adipositas neben den
genetischen Faktoren natiirlich auch Umgebungsfaktoren wie Erziechung und Vorbildfunktion
durch die Eltern und das weitere sozialen Umfeld und damit Verhalten, Erndhrung und
Einstellung zu sportlichen Aktivititen eine groBe Rolle spielen. Hier muss durch gezielte und
individuelle praventive Mallnahmen im hduslichen Umfeld, in der Schule und am besten schon
im Vorschulalter entgegen gewirkt werden, um die immensen Folgen fiir den Einzelnen und die
Gesellschaft zu minimieren. Das Bewusstsein dafiir, dass Adipositas nicht verharmlost werden
darf, muss weiter geschérft und gleichzeitig der Stigmatisierung adipdser Menschen entschieden

entgegen getreten werden.

Das Gen bzw. die Gene, die die Kopplung von Adipositas mit den Chromosom-Regionen —
insbesondere mit dem hier behandelten Abschnitt auf Chromosom 2q37 — hervorrufen, miissen
in weiteren Untersuchungen noch identifiziert —werden. Die  biochemischen
Signaliibertragungswege und Wirkmechanismen miissen genauer entschliisselt werden, um

daraus sichere und effektive Therapiemdglichkeiten zu erarbeiten.
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Zusammenfassung

S ZUSAMMENFASSUNG

Adipositas, speziell die frith manifeste Adipositas, stellt nicht nur fiir den Patienten eine
gesundheitliche und soziale Belastung dar, sondern spielt auch in sozioSkonomischer Hinsicht
fiir die Gemeinschaft mit allen Folgekosten eine grofle Rolle. Man muss davon ausgehen, dass
in Deutschland je nach Alter etwa 10-18% der Kinder und Jugendlichen iibergewichtig sind.
Eine Adipositas liegt bei etwa 4-8% der deutschen Kinder und Jugendlichen vor.

Durch Studien der letzten Jahre gewinnt bei der Interaktion zwischen exogenen Faktoren wie
Umwelteinfliissen und endogenen Faktoren wie Veranlagung mehr und mehr der genetische
Aspekt an Bedeutung. Bei genomweiten Kopplungsuntersuchungen in Bezug auf Adipositas
und bei Untersuchungen in Bezug auf Diabetes mellitus Typ II (NIDDM; non insulin dependent
diabetes mellitus; nicht insulinabhéngiger Diabetes mellitus) konnte in der Chromosomenregion
2q37 das Gen CAPNI10 identifiziert und ein Diplotyp, der aus den Polymorphismen SNP-43,- 19
und -63 gebildet wird, als ,high-risk“-Diplotyp fiir NIDDM identifiziert werden. Die
Vermutung liegt nahe, dass CAPN10 mit Adipositas in Verbindung gebracht werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden 166 Familien mit 166 adipdsen Indexprobanden, 193
adiposen Geschwistern, sowie deren 166 Elternpaaren untersucht. Sechs Polymorphismen im
CAPNI10-Gen sowie zwei Mikrosatellitenmarker, die die Region flankieren, wurden mittels
Polymerasekettenreaktion bzw. mit Hilfe eines semi-automatischen Sequenzierers typisiert.
Eine Kopplungsanalyse fir die Region wurde durchgefiihrt und die Allel- und die
Haplotypfrequenzen wurden bestimmt. Die Transmissionsraten der drei Polymorphismen, die
den ,high-risk“-Diplotypen definieren, sowie der jeweiligen Haplotypen wurden mittels eines
Pedigree—Disequilibrium-Tests errechnet. Weiterhin wurde die aus den Diplotypen der Eltern
errechnete Verteilung der Diplotypen bei den Kindern mit der tatséchlich aufgetretenen Anzahl

verglichen.

Bei den hier untersuchten Individuen konnte keine Kopplung der CAPNI0-Region mit friih
manifester Adipositas nachgewiesen werden. Assoziation von Allel- und Genotypfrequenzen
mit friih manifester Adipositas konnte nicht nachgewiesen werden. Die Haplotypfrequenzen
waren denen anderer kaukasischer Familien sehr &hnlich. Die Transmissionsraten der Haplo-
und Diplotypen wich nicht signifikant von 50% ab. Insbesondere fiir den ,high-risk*-
Diplotypen 112/121 konnte keine Abhédngigkeit mit frilh manifester Adipositas gefunden

werden.
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6 ANHANG

6.1 BESCHREIBUNG DER UNTERSUCHTEN POLYMORPHISMEN

Tabelle 6.1 gibt ndhere Auskunft iiber die untersuchten Polymorphismen. Angegeben sind die
absolute (in Bezug auf den Beginn des Chromosoms 2) und relative (in Bezug auf den Beginn
des CAPN10-Gens) Lage, die Art der Variation, in welchem Genbereich sie liegen und die von

Horikawa et al. 2000 gefundene Allelfrequenzen des jeweils hdufigeren Allels.

Polymorphismus Lage Variation Genbereich Frequenz
absolut relativ Kontrollen Patienten
SNP-118 7179  -10732 C>G RNPEPLI1 0,85 0,88
SNP-43 22762 4852 G2>A CAPNI10 0,75 0,80
SNP-19 25830 7920 32 bp Repeat CAPNI10 0,57 0,58
SNP-48 29008 11098 G2>A CAPNI10 0,53 0,58
SNP-63 34288 16378 C->T CAPNI10 0,77 0,77
SNP-38 61063 43153 A->C GPR35 0,62 0,50

Tabelle 6.1: Beschreibung der untersuchten Polymorphismen im Calpain-10-Gen.

Angegeben ist die absolute Lage auf Chromosom 2 und die relative Lage ab Beginn des CAPN10-Gens in
Nukleotiden. In den nédchsten Zeilen ist die Art der Variation angegeben, gefolgt von Genbereich und
Allelfrequenzen des jeweils hdufigeren Allels bei Kontrollen und Patienten wie sie bei der Untersuchung
von Horikawa und Mitarbeitern 2000 bei den mexikanischen Amerikanern gefunden wurden [Horikawa
et al., 2000].

6.2 GENOMISCHE UMGEBUNG DES CALPAIN-10-GENS

In der folgenden Abbildung 6.1 ist schematisch die Umgebung des Caplainl0-Gens auf

Chromosom 2 dargestellt.

& £ 2 B 3 2 52
8§ 3 T 2 3 B 38
| (e a— |
0 0 000 000000 NiE I
Exonl 234 567 3910112'3 14 15
RNPEPL1 CAPN10 GPR35

- T0 Exons - - 1 Exon -

Abbildung 6.1: Aufbau und Umgebung des C4APN10-Gens auf Chromosom 2.
Angegeben sind die flankierenden Marker D2S125 und D2S2338, die umgebenden Gene RNPEPLI und
GPR35 sowie die nummerierten Exons in C4APN1(0 [nach Horikawa et al., 2000].
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6.3 AUSZUGE AUS DER GENOMISCHEN STRUKTUR DER CAPN10-REGION

Die genomische Struktur ist im Internet in der Genbank des National Institute of Health (NIH)

unter der Zugriffsnummer AF158748 zu finden (Internet-Adresse der Datenbank:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Hier werden die Strukturen der Regionen um SNP-43 und SNP-48 im Calpain-10-Gen auf
Chromosom 2 angegeben. SNP-43 wurde mittels der ARMS-Methode, SNP-48 mittels

Restriktions-Fragmentlédngen-Polymorphismus untersucht.

6.3.1 GENOMISCHE SEQUENZ IN DER UMGEBUNG VON SNP-43

Nukleotid-Position

in Chromosom 2

2?781 atatcacgct cgccttttge ttctcectgt geatggeagihiiimmnnunnnnn
T NN
WWW@WWWWWWW%%

22021

22081
22141
22201
22261
22321
22381
22441
22501

22561
22621
22681

22741
22801
22861

gtgtgctggg
gccccaggag
gcagctcatt
tggtttgccc
ccacagagaa
tttatatttg
gtgaggctac
aggaccctca
tgccaaaggc

tggtgacatc
ttggagcttg
ctgtgcccac

acgcttgctg

ggaagaaggc
gctacagacc

ggctgaaggg
ggtctctgct
ctgtgagtca
actccctgcet
catgtgtgcc
ttgtggaatg
cccagcatac
ccatgagtca
aactggactg

agtgcccagt
agagccaagg
accggatgcc

Primer
cgaagtaagg

agaggggagt
atgggaatca

cctggcctgg
cactctgggc
ggctgacagg
ttceccttece
gtcctcctta
gttgggacag
caacacttgt
taattgaata
acaggcaggc

gagcccttcc

gatgtgggca
agagagtttc

ggcaagtggg
tgcagagccc
ccaggtgcag
ttgttccaaa
ttttatcggc
gcagactcat
gtatcacggt
gccttcecte

agggaagctg

atcccaaggg
tccatagctt

tgtgtgtggg

Cal-43dR bzw. Cal-43dvar-R

cgtttgaagg
aaagaggtgg

tgaggctaag
gattgaggca

agctgccact
ccttcagttc
agattcttct
gcccagcgtg
cccagcaaga
tgtgtagtcg
gcttgctggce
ttagaatgca
gtgaacatgg

Primer Cal-43c-F

ctgttttagg
ccacgcctcc
cagaggactg

(_
ccttgacttg

gcggttggac

accatgggct
tgagggtctyg
tttgggcctg
gagtcgttct
aagatgcttc
ttggggagga
tcaggggacc
tttgtcttct

gaaggctgge

_)
aaaagcaggg
tgccctgcectce
cagggcgctc

gtgaggatga
gatttggggt

gagagggggc catgctcaat gccagaggct cactcccatg

22991 gtaatiatat coootadliBMMAI AR A S
D 000 a0 a0
T 0 0 0 5
D 45 544 cagtg tctgatcage tgctgcgtgc tcagccccag agcaggtgag

23161 gcacgtggcc aacatgggag ggctgcagcc agcgtgcccc ccactgccag gcctcaggca

&\\\\§ Exon 3 %////% Exon 4

g SNP-43-Polymorphismus (G > A-Austausch)
ARMS-Primer (Cal-43c-F, Cal-43dR und Cal-43dvar-R)
Abbildung 6.2: Genomische Sequenz in der Umgebung von SNP-43
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6.3.2 GENOMISCHE SEQUENZ IN DER UMGEBUNG VON SNP-48

Nukleotid-Position
in Chromosom 2

o
28681 tccaggcggg ggccccactg ccggcacctt ctggcaaggg tggccaggcc ttggtgagga
28741 ggcgagtcca gtgtccaggc ctggcagccc ctcctcagag aaggggctgt atgtgactca

Primer Cal-48-F

_)
28801 agagggccaa gggcatccga gcagatggcc ctgggctggg ctccctaccc caaggctggc
28861 ccccctcagt ctgagectge getttoctca g s

2URAN R RTRER IR TR TR T R R s tggggete

\29101 tgggacttgg gggcggccag ctggaggctg gggtgctgga gtcttagtgc tcgcctgtcc
29161 ccccacgtct cctgcctgcecc cctcaccctc aagcccctat ctgtcctggce agaccagggce
29221 tgtcctgcct acctggggac ccttccttge tggtctgagc ctggaaggag agtctagtgg

Primer Cal-48-R
&
29281 gaggtgggcc aggagcacac agccacttgt gtgacaagtg cagtctggga gcgctgatct

29341 ggtgtctctc cacaddiii/ i 5% % :
YY) fotatgtatg cagccccgec agcccggctce acctgecctgg ggctgectgg tggectaggg
&\\\\§ Exon 11
%////% Exon 12

g SNP-48-Polymorphismus (G = A-Austausch)

Primer (Cal-48-F und Cal-48-R)

Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms mit Schnittstelle (cctgeca/gg wird
bei "/" geschnitten, cctgcggg nicht)

Abbildung 6.3: Genomische Sequenz in der Umgebung von SNP-48
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6.4 GENOMISCHE SEQUENZ DER REGIONEN UM DIE

MIKROSATELLITENMARKER D2S125 unD D2S2338

Die genomischen Strukturen der Regionen um die Mikrosatellitenmarker D2S125 und D2S2338
sind im Internet in der Datenbank des National Institute of Health unter den Zugriffsnummern

716591 und 251342 zu finden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

6.4.1 GENOMISCHE SEQUENZ DER REGION UM DEN MARKER D2S125

Nukleotidposition
im Chromosom 2

{
1 agctacttgg gaggctgagg tgggaggatc acttgagcct gggaggctga ggttgcagtg
Primer D2S125-F
9
61 agccatgatt atactccagc ctgggcaaca gagtgagacc ctgacacaca cacacacaca
Primer D2S125-R
e
121 cacacacaca cacacacaca cacacatctt atttacacaa tcacaatctg gttctcagaa
181 tttagatttc ttcattttga aatgtatcta acgctttcct ttctgtttac tttcaggtcg
241 tttagattaa gtgctgagag gtgtagct

Primer D2S125-F und D2S125-R

Abbildung 6.4: Genomische Sequenz der Region um den Marker D2S125

6.4.2 GENOMISCHE SEQUENZ DER REGION UM DEN MARKER D2S2338
Nukleotidposition
im Chromosom 2 Primer D2S2338-F
{ >
1 agctacctga naggctgang tcagaggttc anttgantcc aggaattcaa gaccagcctg
61 ggcaacataa aangaccccc atctcaaaca cacacacaca cacacacaca cacacatatg
121 cacacacaca catgcacaca cacgtgcaca cacacacatg cacacacaca cacacacaaa
Primer D2S2338-R
e
181 caccttagta gcaataagca cactgagcac tcaaatactt gttttgaaca ccatttccaa
241 ttaaaggnng antttcaatt attgtttttc tcaactgtta tctattgcct cgggcagcaa
301 caactaaagc ctttggctat aagtgttttc cacaaacact ccctgcgtaa gt

Primer D2S2338-F und D2S2338-R

Abbildung 6.5: Genomische Sequenz der Region um den Marker D2S2338
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6.5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ul Mikroliter

A Adenin

Abb Abbildung

aqua (bi)dest. aqua (bi)destillata
amplification refractory mutation system;

ARMS . .
allelspezifische Polymerase-Kettenreaktion

Bp Basenpaar

bzw. bezichungsweise

C Cytosin

cM Centi-Morgan

Da Dalton

et al. und andere

Fa. Firma

G Guanin

h Stunde

k Kilo

K Kalium

kb Kilobasen

kcal Kilokalorien

1 Liter

M mol pro Liter

Mg Magnesium

min Minute

ml Milliliter

Mol Mol
non insulin dependent diabetes mellitus;

NIDDM C . . . . .
nicht insulinabhingiger Diabetes mellitus

nm Nanometer

PCR Polymerase Chain Reaction

PDT Pedigree-Disequilibrium-Test

s. siche

SNP Single nucleotide polymorphism

T Thymin

TDT Transmissions-Disdquilibrium-Test

U Uracil

A% Volt

W Watt
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