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Zusammenfassung i

ZUSAMMENFASSUNG

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist eine zunehmend igéué Erkrankung, wobei die Hauptursache
dieser Entwicklung in der ansteigenden PravalemzAdigpositas zu sehen ist. Es handelt sich
hierbei um multifaktorielle Erkrankungen, an deieathogenese sowohl genetischen als auch

Umweltfaktoren eine entscheidende Bedeutung zukommt

Eines der vielen Substanzen, welche vom Fettgewkbendokrines Organ produziert wird, ist
das Adiponectin. Hierbei sind hohe Adiponectinspiegit einem selteneren Auftreten eines
T2D assoziiert.

Gegenstand der vorliegenden Dissertation war dalvareinen, die Rolle der bereits bekannten
Einzelnukleotidpolymorphismen rs266729, rs173003826861194 und deren Assoziation mit
den zirkulierenden Adiponectinspiegeln, sowie zumdesen mit dem Endpunkt T2D zu
untersuchen. Die Bearbeitung der Fragestellungefolgex hierbei in 2 voneinander

unabhangigen Kohorten, um eine unabhéngige Rejgikabn Ergebnisse zu gewahrleisten.

Zur Beantwortung wurde zum einen die EPIC-Potsdahete (European_ Prospective
Investigation into_Cancer and Nutrition) herangesrggwvelche zum Zeitpunkt der Dissertation
aus 187 Fallen und 376 Kontrollen bestand.

Die Replikation erfolgte in der unabh&ngigen Me33PB-Kohorte (Metabolisches Syndrom
Berlin-Potsdam), welche zum Zeitpunkt der Disseta031 Probanden umfasste.

Die SNP-Detektierung erfolgte mit der SNuPe-Methdde266729, rs17300539) sowie im

weiteren Verlauf unter Anwendung der effizientefagMan-Technologie (rs16861194).

Die Assoziation des Einzelnukleotidpolymorphismusl7300539 mit den zirkulierenden
Adiponectinspiegeln konnte in beiden Kohorten eratepliziert werden, wobei hier hetero- und
homozygote Mutanten (AG/AA) im Vergleich zum WilgtyGG) hohere zirkulierende Spiegel
aufwiesen, was die Ergebnisse bisheriger Studsstabgt.

Bezlglich des rs266729 wiesen Probanden mit demriiWergleich zu den Probanden, welche
hetero- bzw. homozygot (CG/GG) fur den Polymorphisrwaren, im Trend [p = 0,012 (MeSy-
BePo)] hohere zirkulierende Adiponectinspiegel dbieses Ergebnis konnte jedoch in der
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EPIC-Potsdam-Kohorte nicht repliziert werden, wasederum die Bedeutsamkeit der
Replikation im Rahmen von Assoziationstudien uriteisht.

Fur den Promotorpolymorphismus rs16861194 liel3 kaihe signifikante Assoziation mit den
zirkulierenden Adiponectinspiegeln nachweisen, gbdwiesen in beiden Kohorten Trager des
Wildtyps (AA) im Vergleich zu hetero- und homozygotMutanten (AG/GG) héhere Adipo-
nectinspiegel auf, wobei in der MeSy-BePo-Kohorté @nem p-Wert von 0,066 ein Trend

erkennbar watr.

Eine Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen neindnzidenten bzw. pravalentem T2D,
seiner Vorstufen sowie Indizes des Glukosemetabaobslie3 sich in beiden Kohorten nicht
aufzeigen, wobei aufgrund des vermutlich schwacpenetischen Effektes und im Rahmen
dieser Dissertation fehlender statistischer Powdreiden Kohorten die Annahme der Nullhypo-
these nicht gerechtfertigt ist.

Zusammenfassend bestatigen die im Rahmen diesexerf@on erzielten Ergebnisse die
Assoziation des rs17300539 mit den zirkulierendeipdnectinspiegeln. Des Weiteren weisen
die Ergebnisse auf eine mogliche Assoziation d@66829 sowie des rs16861194 hin und
leisten somit einen Beitrag zu der bisher in deeratur sehr diskrepanten Datenlage. Bezlglich
einer moglichen Assoziation mit dem inzidentem T2Z@jner Vorstufen sowie Indizes des
Glukosemetabolismus kann im Rahmen dieser Disgert&ieine abschlieRende Aussage ge-

troffen werden.

Grundsatzlich zeigen diese Ergebnisse, dass deetigeme Hintergrund offenbar das

pathophysiologisch wichtige Fettgewebshormon Adgmbim reguliert.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is an increasingly frequdisease and the main cause of this
development is seen in the rising prevalence ofsibpeBoth diseases are multifactorial
disorders and for the pathogenesis both, enviroteheand genetic factors, are of crucial

importance.

One of the substances, which is produced from difgoae tissue as an endocrine organ, is called
adiponectin. Here, high adiponectin levels are @ased with a less frequent occurrence of type

2 diabetes mellitus.

The topic of this thesis was therefore on the oamdhto examine the role of the already
established single-nucleotide-polymorphisms rs2667617300539, rs16861194 and their
association with the circulating plasma adiponedtévels, and on the other hand, with the
endpoint T2D. The processing of these questionievield in two independent cohorts to ensure
an independent replication of the results.

To answer these questions, the EPIC-Potsdam c{Boropean Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) was used for one, which cosegr at the time of the thesis 187 cases and
376 controls. The replication was carried out ie thdependent MeSy-BePo cohort (Metabolic

Syndrome Berlin Potsdam), which included 2031 stibjat the time of the dissertation.

The SNP analysis was performed using the SNUPEau€diis266729, rs17300539) and in the
course of using the more efficient TagMan technpl@g16861194).

The association of the rs17300539 single nucleofidéymorphism with the circulating
adiponectin levels could certainly be replicatedath cohorts. Heterozygous and homozygous
mutants here (AG / AA) had higher circulating lesselompared to wild type (GG), which

confirms the results of previous studies.

Concerning the promoterpolymorhism rs266729, spalyicipants with the wild type (CC) had
higher circulating adiponectin levels compareddaiers which were hetero-, resp. homozygous
for the polymorphism [association for trend : p 812 (MeSy-BePo)]. This result could not be
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replicated in the EPIC-Potsdam-cohort, which treeetinderlines the significance of replication
within the scope of genetic association studies.

For the promoterpolymorphism rs16861194 no sigaificassociation with the circulating
adiponectin levels could be detected, however th bohorts, study participants who carried the
wildtype (AA) had higher adiponectin levels commhte the heterozygous/homozygous mutant.
In the MeSy-BePo-cohort with a p-value of 0.06&ead was evident.

An association of the 3 promoterpoymorphisms whi incident resp. prevalent type 2 diabetes
mellitus, its precursors and indices of glucoseatelism did not shown in both cohorts and
because of the presumably weak genetic effect milkiis thesis the lack of statistical power in

both cohorts, the acceptance of the null hypothesist justified.

In conclusion, the results of this thesis confirhe tassociation of the rs17300539 with the
circulating adiponectin levels. Furthermore, thsuits for the rs266729 and rs16861194 point
out a feasible association and contribute to tle®ipusly very discrepant literary data available.

Regarding a possible association with the incidesp. prevalent type 2 diabetes mellitus, its

precursors, and indices of glucose metabolismmad ionclusion has to be taken in this thesis.

Basically, these results demonstrate that the ger®ckground obviously regulates the

pathophysiologically important adipose tissue hamenadiponectin.
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1 EINLEITUNG

Der Diabetes mellitus ist eine der haufigsten cisaren Erkrankungen weltweit und hat
mittlerweile ein epidemieartiges Ausmal3 angenomn@shatzungen gehen davon aus, dass
aktuell ca. 285 Millionen Erwachsene (20-79 Jahve)tweit erkrankt sind. Diese Zahl wird
weiter ansteigen: so wird die Anzahl der Erkranktardahre 2030 auf 439 Millionen geschétzt,
das bedeutet eine Zunahme um 69% innerhalb voral2@Qd (Shaw et al. 2010). Im Vergleich
dazu waren im Jahre 2003 schatzungsweise 170 NBiioErwachsene weltweit von dieser
Erkrankung betroffen (Doria et al. 2008). Untersaie Individuen sind ca. 90% an einem Typ 2
Diabetes mellitus (T2D) erkrankt, wobei hier nichehr als 10% auf die monogenen Formen
zuruckzufihren sind, was bedeutet, das der gro@iled€r Individuen an einem T2D erkrankt
ist, dessen Athiologie als komplex polygen angenemmvird (Ridderstrale et al. 2009,
Stumvoll et al. 2005).

Als einer der Hauptgrinde fir den epidemieartigerstieg des T2D ist die ebenfalls deutlich
ansteigende Zahl der an Adipositas Erkrankten herseein ebenfalls komplex polygenes
Krankheitsbild, welches vor allem durch den sichlzogenen Lebenswandel mit einer vor-
wiegend sitzenden Tatigkeit sowie einem UberangelmotNahrungsmitteln mit einer hohen
Energiedichte bedingt ist (Ridderstrale et al. 20R8lla et al. 2009).

Somit scheinen sowohl der T2D als auch die Adipssduf den ersten Blick Krankheiten zu
sein, die erworben sind. Dies ist aber nur einéeSer Medaille: die Entwicklung der beiden
Erkrankungen wird durch Umweltfaktoren in genetisgranlagten Individuen ausgeldst. Die
genetische Veranlagung ist demzufolge eine ganzentiéshe Grundlage der Krankheits-
entstehung.

Dieses Zusammenspiel zwischen Genen und Umwelt mies der Analyse von
pathophysiologischen Studien bericksichtigt werdgnundsatzlich bezeichnet man die

Krankheitsentstehung auch als multifaktoriell (Ridkdrale et al. 2009).
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1.1 Hereditat des Diabetes mellitus Typ 2

Um die hereditare Komponente einer Erkrankung zueezn, eignen sich Zwillingsstudien,
Populationsstudien sowie Segregationsanalysen.

Beim T2D liegen die Konkordanzraten flir monozygdwdllinge bei 34-58%, wahrend sie bei
dizygoten Zwillingen bei 16-17% liegen (Kaprio €292, Newman et al. 1987). Des Weiteren
konnten Populationsstudien aufzeigen, dass dieaRndzraten des T2D in unterschiedlichen
ethnischen Gruppen sehr stark differieren, wobaihkt® Raten bei den Nauro- und Pima-
Indianern (41% bzw. 50%) zu finden sind (King et1#93). Hinzu kommt, dass die Pravalenz-
raten in Vollblut-Nauro- bzw. Vollblut-Pima-Indiarreim Vergleich zu Halbblut-Nauro- bzw.
Halbblut-Pima-Indianern signifikant hoher sind, was allererster Stelle auf eine genetische
Komponente zurlckzufiihren sein dirfte (Knowler 11988, Serjeantson et al. 1983), zumal
sich in den genannten Kohorten keine Hinweise fiitetschiede in der Ernahrung oder dem
Lebensstil finden lieBen (Serjeantson et al. 1988giterhin kamen Segregationsanalysen zu
dem Schluss, dass Angehdrige ersten Grades im afgngkzur Allgemeinbevolkerung ein
hoheres Risiko haben einen T2D zu entwickeln (Kdbizeet al. 1982). So liegt das Risiko von
Kindern, deren Eltern an einem T2D erkrankt sindszhen 25 und 50 % (Schwarz et al. 2009).

Weitere Hinweise kommen von genomweiten Genkamigsatudien, die aufzeigen, dass ver-

schiedene chromosomale Regionen mit dem T2D assgiind (Tusié Luna 2005).

1.2 Methoden zur Identifizierung von Risikogenen

Zu Beginn dieser Dissertation gab es eine weséstliMethode, welche im Bereich der
Genforschung bei komplexen Erkrankungen verfolgtrdsy namlich der sogenannte
Kandidatengenansatz. Seit ca. 2007 sind durch edofische Weiterentwicklungen genomweite
SNP-Analysen bei gro3en Patientenzahlen mdglicldunah der Kandidatengenansatz durch

genomweite Assoziationsstudien (GWAS) abgeldst erark 2011).

Diese Promotion begann im Jahr 2003, weshalb vatifanglich die Methode des
Kandidatengenansatzes zur Anwendung kam. Trotzderdem im Folgenden beide Methoden
naher erlautert, da mittlerweile die GWAs als 8tad bei genetischen Studien komplexer

Erkrankungen betrachtet werden kénnen.



Einleitung 3

1.2.1 Grundprinzip der Kandidatengen-Assoziationsstdien

Bei diesem Ansatz werden Kandidatengene untershehtlenen es sich um Gene handelt, die
aufgrund einer ,a priori“ Hypothese Uber die atbgsche Rolle des Genes im Erkrankungs-
prozess ausgewahlt werden. Es handelt sich dengeufom einen hypothesengesteuerten
Ansatz, welcher Wissen um biochemische Prozess®ahmen der Erkrankung zur Voraus-
setzung hat (Jorgensen et al. 2009, Tabor et @2)20

Von Bedeutung ist ebenfalls, in welchem Bereichnh sier oder die zu untersuchenden Einzel-
nukleotidpolymorphismus/en befinden. So sollte nrmadglichst solche wahlen, die einen

Einfluss auf die Funktion des von dem Gen zu kathden Proteins haben. Hier eignen sich
Polymorphismen, die entweder zu einem Aminosaurgaasch fihren oder aber solche, die in
Regionen liegen, welche die Genaktivitat kontrodiire (Kwon et al. 2000). Zu letztgenannten
Regionen gehdrt neben dem ,Enhancer” und dem ,&rdie im Rahmen dieser Dissertation
untersuchte Promotorregion (de Vooght et al. 20@®|che in Kapitel 1.3 ausfuhrlicher

beleuchtet wird.

Diese gewahlten Polymorphismen kénnen dann seliosdié Verdnderung verantwortlich sein

oder aber in LD (Linkage diseqilibrium) mit ander@otentiell unbekannten Varianten stehen,
die den jeweiligen Effekt bedingen.

Untersucht werden diese Kandidatengene und ihreniRophismen in der Regel in Form von

Fall-Kontroll-Studien, um mit geeigneten statidien Methoden herauszufinden, ob es
signifikante Unterschiede zwischen Patienten undntidipersonen gibt und somit eine

Assoziation mit dem jeweils untersuchten Phanotygstéht. Somit werden 2 Punkte
bertcksichtigt: die statistische Starke der Asgamasowie die biologische Plausibilitat (Tabor
et al. 2002).

Eine wesentliche Limitation von Kandidatengen-gdtenen Assoziationsstudien ist die haufig
fehlende Replizierbarkeit der Ergebnisse. So kanuligerse Studien nachweisen, dass initial
signifikante Ergebnisse in nachfolgenden Publikedio typischerweise nicht repliziert werden
konnten (Hirschhorn et al. 2002), wobei die Gruhderflr in Kapitel 1.2.2.1 ndher erlautert

werden.

1.2.2 Grundprinzip von genomweiten Assoziationsstuen

Im Vergleich zum Kandidatengenansatz kodnnen beiomeveiten Assoziationsstudien
Variationen ermittelt werden, die kein biologiscM#ssen zur Voraussetzung haben. Es handelt

sich demzufolge um einen hypothesenfreien Ansatz, dem es mdglich ist ,neue” Gene zu
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identifizieren, von denen bisher nicht bekannt astf welche Art und Weise sie einen Einfluss
auf den Phanotyp nehmen.

Zum Einsatz kommen bei dieser Methode genetisch&édawelche in einer definierten Dichte
Uber das menschliche Genom verteilt sind. Getestdthierbei, ob eine genetische Assoziation

zwischen der zu untersuchenden Erkrankung und darkévlbesteht (Sookoian et al. 2009).

Der Vorteil der GWAs im Vergleich zu den Kandidagenassoziationsstudien liegt darin, dass
ein moglicher Bias, bedingt durch die falsche Ammahvon biologischen Hypothesen, aus-

geschlossen werden kann (Sookoian et al. 2009).

Eine Schwierigkeit ist, aus der Unmenge der entdeckEinzelnukleotidpolymorphismen
diejenigen herauszufiltern, die einen wahren Eslauf die Erkrankung haben. Um dies zu
erreichen, werden nur Einzelnukleotidpolymorphisrremeitere Analysen einbezogen, welche
hohe Signifikanzen bzgl. ihrer Assoziation mit d&mdpunkt haben (p < 10. Diese initial
positiven Treffer werden dann in mehrfachen Refilkeskohorten bestatigt, nur solche mit
starker Assoziation und erfolgreicher Bestatigungrden als ,echte" genetische Marker
gewertet. Dies fuhrt auf der einen Seite zwar meregeringeren Rate von falsch positiven
Assoziationen, auf der anderen Seite bedeutet dadoclh, das richtig positive
Einzelnukleotidpolymorphismen mit einem nur kleinggnetischen Effekt méglicherweise von
weiteren Analysen ausgeschlossen werden. Somighiesin Risiko, dass genetische Varianten
im Rauschen (,Noise®) verschwinden, obwohl sie sebhl einen biologischen Effekt haben
konnten (Sookoian et al. 2009).

Als nur ein Beispiel sei hier der PRO12ALA-Polymioigmus im PPARgamma-Gen benannt,
wobei hier die Pro-Variante moderat (OR = 1,25) datm T2D assoziiert ist (Altshuler et al.

2000). Diese Assoziation konnte mit der Methode ldasdidatengenansatzes mehrfach positiv
repliziert werden, jedoch konnte ein Effekt dies&symorphismus bisher nicht regelhaft in

vorliegenden genomweiten Assoziationsstudien nagiegen werden. Dies kénnte bedeuten,
dass eine Reihe von genetischen Varianten mit sdiema genetischen Effekt bislang nicht
detektiert wurden, trotz der erheblichen Aufwendamgind Patientenzahlen, die fur GWAs
investiert wurden (Sookoian et al. 2009).

Tatsachlich werden mit den bislang beschriebenelynRophismen nur bis zu 10% der

Hereditat des T2D erklart. Offenkundig gibt es atewh eine Reihe unbekannter genetischer
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Faktoren, die an der Entstehung komplexer Erkrag&onbeteiligt sind. Trotzdem ist vollig

unstrittig, dass GWAs der wesentliche Fortschrit deer Aufklarung komplexer Erkrankungen
in den letzten Jahren waren und eine Reihe vonmKaedidaten identifiziert werden konnten,
die z.B. mit dem T2D assoziiert sind und nun fuokéll charakterisiert werden muissen. Im

besten Fall sind diese Zielmolekule die Grundlaggen Therapieoptionen (Park 2011).

1.2.2.1 Replikation — Eine Schwierigkeit!

Ein klassisches Problem der Kandidatengen-getraabé&ssoziationsstudien sind falsch positive
Ergebnisse, da die Assoziationen oftmals nichiziegt werden kdnnen. Dies kann verschiedene
Grunde haben, die im Folgenden kurz erlautert werde

Eine haufige Ursache ist ein inadaquates Studiggnlesinsbesondere eine fehlende
Vergleichbarkeit zwischen der Fall- und Kontrollgpe, verursacht durch heterogene
Umweltfaktoren und Nichtbeachtung des genetischeck@ounds der untersuchten Population
sowie eine zu gering gewahlte Fallzahl mit eingsgirechend fehlenden statistischen Power.
Ein weiteres Problem ist, dass die Charakteriagmes Phanotyps zwischen den Studien oft-
mals variiert, wodurch die Vergleichbarkeit derd@&n untereinander erschwert wird.

Zu erwdhnen ist letztlich auch noch die Manipulaticon Daten, insbesondere was die
Modifizierung der Charakterisierung des Phanotygsifft, um ein statistisch signifikantes und
somit publikationswirdiges Ergebnis zu erzielenerHgibt es weiterhin zweifelsfrei einen
Publikations-Bias, d.h. dass bevorzugt positive o&ggionen publiziert werden, wahrend
negative Ergebnisse typischerweise nicht leichterdffentlichen sind (Chanock et al. 2007).

Zu benennen sind auch eine Verzerrung der Ergebrdssch das Testen von multiplen
Hypothesen ohne Vornahme einer entsprechenden Karreowie die Nichtbeachtung des
Hardy-Weinberg-Equilibriums (HWE); (Yesupriya ¢t 2008).

Die oben genannten Schwierigkeiten machen deuttielss eine sorgféaltige Planung und ein
rigides Replizieren von Studienergebnissen in uéaabigen Kohorten erforderlich ist, um
Ergebnisse als reliabel und reproduzierbar zu kewer

Beachten sollte man hierbei, dass die Studien wusne&chender Grof3e sein sollten, um den zu
erwartenden kleinen Effekt tUberhaupt detektierenk@nnen. Auch sollte derselbe oder ein
ahnlicher Phanotyp analysiert werden sowie eindidlen Population untersucht werden. Im
Falle einer positiven Replikation sollte eine abimi Effektgrof3e und statistische Signifikanz
aufgezeigt werden konnen, wobei derselbe SNP géwénten sollte oder aber ein SNP der in

hohem LD (Linkage diseqilibrium) zu diesem stehiicA sollte in der Analyse in beiden Studien
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dasselbe genetische Modell zur Anwendung kommere Eirenge Rationale fur die gewahlten
replizierten SNPs sollte vorliegen, wobei hier Hi2-Struktur, mutmafliche funktionelle Daten

sowie bereits publizierte Literatur miteinbezogeerden sollten. Weiterhin sollte auf eine
detaillierte Beschreibung des Studiendesigns sodas Analyseplanes geachtet werden
(Chanock et al. 2007).

1.3 Die Promotorreqgion — Requlation der Transkriptonsaktivitat

Wie bereits im oberen Abschnitt erwéhnt, handelsiel beim Promotor um einen regula-
torischen Bereich der DNA, dem eine wichtige Rafleder Regulation der Transkription zu-

kommt. Der Promotorbereich besteht zum einen amsstgenannten core-Promotor sowie zum
anderen aus der proximalen Promotorregion, in idérauch die im Rahmen dieser Dissertation

untersuchten Polymorphismen befinden.

Beim core-Promotor handelt es sich um eine lockefingtrte Region, welche sich

schatzungsweise im Bereich von — 40 bis + 50 Naicdleovom Transkriptionsstartpunkt befindet
und typischerweise fir die basale Transkription r@akend ist. Dieser Bereich enthalt
Bindungsstellen fir allgemeine Transkriptionsfagtosowie fur die RNA-Polymerase II, wobei
die Transkriptionsfaktoren einen Komplex bildent tle die RNA-Polymerase Il essentiell ist,
um an die Transkriptionsstartseite zu binden, sss diiese nun mit ihrer eigentlichen Arbeit
beginnen kann (de Vooght et al. 2009, Maston 1G46).

Der andere wesentliche Baustein ist die proximatem®torregion, wobei sich dieser in Bezug

auf die Lage unmittelbar ,upstream” an den coreakrmr anschlie3t und sich im Allgemeinen
Uber einen Bereich von mehreren hundert Basenpaas&ieckt. Die proximale Promotorregion
enthalt typischerweise multiple BindungsstellenTianskriptionsfaktoren (Maston et al. 2006).

Hier bindet auch eine zweite Klasse von Transloimfaktoren, welche als Aktivatoren

bezeichnet werden. Diese sind in der Lage, die ski@ptionsaktivitat in einem Rahmen zu

stimulieren, der weit Gber die basale Transkrigaktivitat hinausreicht (de Vooght et al. 2009).
In der folgenden Abbildung (Abb. 1) ist der genkrefAufbau einer Promotorregion zum

besseren Verstandnis noch einmal schematisch deltgéabb. adaptiert nach de Vooght et al.
2009):
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Dar core-Promotor st filr die basale Transkripticn verantwortlich und enthilt Bindungsstellen
fir allgemeine Transkiptionstaktoren sowie dic RNA-Palymerase,

Der proximale Promotor enthalt nultiple Bindungsstellen fin Transkiiptionstaltoren. welclie
in Zusammenarbeit disTranskiiptionsaktivitat beeintlussen.

Die Transknptiowslakloren sid als geowetnsclie Fornenn davgestelll

Abb. 1: Der Promotor und seine Elemente (Abb. adapert nach de Vooght et al. 2009)

Liegt nun ein Polymorphismus in der Promotorregishes denkbar, dass dieser einen Einfluss
auf die Transkriptionsfaktor-Bindung hat, was wiene die Genexpression sowie
schlussendlich die Beeinflussung des von dem Gedugrertem Proteins nach sich ziehen
konnte (Guo et al. 2005).

Um nur ein Beispiel zu nennen, hali@her und seine Arbeitsgruppe einen Polymorphismus im
HLA-G Gen (-725 C/G) gefunden, dessen Produkt di¢terliche Immunantwort auf den Fotus

inhibiert, wobei das G-Allel mit einem erhéhten iRisfiir eine Fehlgeburt assoziiert war (Guo

et al. 2005, Ober et al. 2003). Eine mdgliche Etkig hierfur ist, dass der SNP im Bereich der
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor IRFiitérferon Response factor-1) liegt, was die
Bindung von IRF-1 beeinflussen kénnte und es saoniglicherweise Uber diesen Weg zur

Downregulation der Transkription des HLA-G Genemkat (Guo et al. 2005).

Kritisch anzumerken ist, dass die genaue StruktarRromotoren haufig unklar ist, da durch die
dreidimensionale Faltung des DNA-Stranges miturgach Regionen, die sehr weit vom
Transkriptionsstartpunkt entfernt sind, regulairisvirksam sein kdnnen und damit formal ein

Teil des Promotors sind sein kénnen (de Vooght &009).
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1.4 Adiponectin — DNA, Protein, Rezeptoren

Eines der vielen vom Fettgewebe produzierten Sobstg die auch als Adipozytokine bzw.
Adipokine bezeichnet werden, ist das Adiponectial{lé et al. 2006). Dieses wurde Mitte der
90er Jahre von 4 unabhangigen Arbeitsgruppen cteaisikrt (Hu et al. 1996, Maeda et al.1996,
Nakano et al. 1996, Scherer et al. 1995) und waithberwachsenen Menschen hauptsachlich
vom weilRem Fettgewebe synthetisiert (Nishida e2@0.7).

Das AdipoQ-Gen (Gene ID 9370) befindet sich auf d&momosom 3927, wobei diese Region
in genomweiten Linkage-Analysen in europaischenikammit dem T2D (Vionnet et al. 2000)

bzw. Parametern des metabolischen Syndromes inindeny gebracht werden konnte
(Kissebah et al. 2000). Das Gen umfasst 1.579 kit beinhaltet 3 Exone, wobei der
Translationsstartpunkt in Exon 2 lokalisiert istieDfur das AdipoQ-Gen erforderliche

Promotorregion beinhaltet up-stream-Sequenzen5 did R-Region sowie Intron 1 (Gu 2009),

wobei gezeigt werden konnte, dass die Region vonw6-kis +41 fur die basale

Transkriptionsaktivitat ausreichend ist (Kita et2005).

Das Protein selbst ist aus 244 Aminoséuren aufdaladi lasst sich in 4 Domanen unterteilen
(Nakano et al. 1996): eine aminoterminale Signalseg, eine variable Region, eine
kollagenéhnliche Doméane sowie eine globulare Donaénearboxyterminalen Ende.

In der folgenden Abbildung (Abb. 2) ist die DNA-,RNA- sowie die Proteinstruktur von

Adiponectin zur besseren Veranschaulichung nocmaimgraphisch dargestellt (Abb. adaptiert
nach Gu 2009):
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Struktur der gnomischen DNA, mRNA sowie des Proteins von Adipociin (Abb. adaptiert nach
Gu 2009);Erklarung im Text

Adiponectin kommt im humanen Plasma in seiner marem Form nicht vor, sondern assoziert
via Disulfidbriickenbindungen im Bereich der Kollageméane zu Multimeren, wobei die
Grundstruktur ein Homotrimer mit einem niedrig mallaren Gewicht [LMW-Adiponectin
(Low Molecular_ Weight)] bildet. Diese Trimere, derEBormation via hydrophobe Interaktionen
im Bereich der globularen Domane zustande komrmsgzigren zu gréf3eren Komplexen, wobeli
hier zwischen Hexameren mit einem mittleren molaien Gewicht [MMW-Adiponectin
(Medium Molecular_Weight)] sowie hochmolekularen i@exen [HMW-Adiponectin (High
Molecular Weight)] unterschieden wird, welche @8 Homotrimeren bestehen (Wang et al.
2006). Diese Formen werden auch als full-lengthpadectin bezeichnet.

Auch lassen sich geringe Mengen von schmalen Fraigmewelche die globuléare Region (gAd)
beinhalten und mdglicherweise via Spaltung durch Heukozytenelastase entstehen, im
humanen Plasma nachweisen (Fruebis et al. 2001, &/ak 2005).

Weitere posttranslationale Modifikationen im Beleider kollagenen Doméne umfassen
Hydroxylierungen, Glykosylierungen (Wang et al. 2Pp@&owie Succinationen (Frizzell et al.
2009).

Diesen posttranslationalen Modifikationen wird eioaterschiedliche biologische Aktivitat
zugeschrieben, wobei die verschiedenen IsoformeAbindngigkeit vom Zielgewebe jeweils
unterschiedliche biologische Effekte bewirken (Wanhgl. 2008).
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Im Gegensatz zum Plasma ist die Verteilung der ikhglte im ZNS eine andere. So konnten
Kusminski et al. im humanen Liquor Trimere und Heesae, nicht jedoch HMW-Adiponectin
detektieren, mdglicherweise bedingt durch das blekulargewicht der HMW-Form, welches
die Blut-Hirn-Schranke nicht tiberwinden kann (Kusski et al. 2007).

Bisher sind_2 transmembranédre Rezeptoren bekabet,die Adiponectin seine metabolischen

Wirkungen entfaltet: dies ist zum einen der Adiptiimeezeptor 1(AdipoR1) sowie zum anderen
der Adiponectinrezeptor 2 (AdipoR2 vitro Untersuchungen im Mausmodell kamen zu dem
Ergebnis, dass der AdipoR1 ubiquitar, jedoch vayignm Skelettmuskel (SM) expremiert ist
und eine hohe Affinitat zu globularem AdiponectgAD) in Verbindung mit einer niedrigen
Affinitat zu full-lenght Adiponectin aufweist, waind der AdipoR2 in erster Linie in Hepato-
zyten expremiert ist und eine intermediare Affinitkéd gAD sowie full-length Adiponectin auf-
weist (Yamauchi et al. 2003a).

In vitro Untersuchungen im humanen Skelettmuskel ergabarengleich zum Mausmodell eine
weniger differenzierte Verteilung der Adiponectieptoren. Hier lieRen sich sowohl der
AdipoR1 als auch der AdipoR2 im Skelettmuskel nasiben (Civitarese et al. 2004). Weiterhin
ist der AdipoR2 in humanen Hepatozyten expremikdsér et al. 2005). Beide Rezeptoren
konnten auch in pankreatischen R-Zellen von Mensth Ratte (Kharroubi et al. 2003) sowie
der AdipoR2 im humanen Fettgewebe (Civitarese.e2@04) nachgewiesen werden. Auch sind
beide Adiponectinrezeptoren im Hypothalamus von $/g{ubota et al. 2007) und Mensch (Kos
et al. 2007) expremiert sowie in den Endothelzetles ZNS [Mausmodell], (Spranger et al.
2006). Aktuellere Daten zeigen, dass die Adiponeefieptoren im menschlichen Korper
ubiquitar vorkommen, wobei die Dichte dieser in Abpgigkeit vom Gewebe variiert (Yanai et
al. 2005, http://www.genecards.org).

Die Arbeitsgruppe um Lodish zeigte weiterhin, deiddW- und MMW- Adiponectin moégliche
Liganden fur den T-Catherin-Rezeptor sind (Hugl.e2@04).

1.5 Adiponectin, Adipositas und Typ 2 Diabetes metus

Mittlerweile hat sich die Rolle des Fettgewebes alsokrines Organ, welches in die
Physiopathologie des T2D involviert ist, fest ei@tl(Hivert et al. 2008a).

Adiponectin zirkuliert im humanen Plasma mit eingyaschatzten Anteil von 0,01% am
gesamten Plasmaprotein in einer bemerkenswert hé&logrzentration (Weyer et al. 2001),
wobei die zirkulierenden Spiegel bei Adipositasgoaxerweise erniedrigt sind (Arita et al.
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1999, Weyer et al. 2001). Auch die Art der Fettsduhg hat einen Einfluss: so lassen sich bei
Vorliegen einer androiden im Vergleich zu einer ggen Fettverteilung deutlich niedrigere

Konzentrationen von Adiponectin nachweisen (Cnaogl.2003).

Des Weiteren sind die Adiponectinspiegel negatiwedert mit der Insulinresistenz (Bacha et al.

2004, Hivert et al. 2008a, Weyer et al. 2001) soseen T2D (Hotta et al. 2000, Weyer et al.

2001). Demgegentber stehen positive Korrelationen arkulierenden Plasmaadiponectin-

spiegel mit Surrogatparametern der Insulinsengitivgemessen sowohl im OGTT (Hanley et al.
2007, Tschritter et al. 2003), als auch im euglyls@mhyperinsulinamischen Clamp (Tschritter
et al. 2003).

Interessante Daten stammen auch von prospektivadiet in denen gezeigt werden konnte,
dass hohe Adiponectinspiegel unabhangig von andBiaflussfaktoren vor dem spéateren
Auftreten eines T2D schitzen (Lindsay et al. 2@)#anger et al. 2003).

Dies konnte in einer kirzlich durchgefiihrten Metdgse mit insgesamt 14,598 Probanden
bestétigt werden, in der sich weiterhin zeigte, das Einfluss des ,schitzenden* Hormons
dosisabhangig ist und in unterschiedlich ethniscBemppen gleichermalRen besteht, was unter
Berucksichtigung des prospektiven StudiendesignsHenweis dafir sein konnte, dass es sich
hier nicht um einen reinen Surrogatparameter handehdern dass dem Adiponectin eine
kausale Rolle in der Pathogenese des T2D zukomirgt(al. 2009). Diese kausale Rolle des
Adiponectins wird weiterhin durch funktionelle Stex unter Verwendung von Tiermodellen
unterstitzt, wobei sich hier neben einem Einfluss \Adiponectin auf die_Insulinresistenz
(Combs et al. 2004, Kubota et al. 2002, Maeda.e2G@)2, Nawrocki et al. 2006), zunehmend
Hinweise fur eine Beinflussung der (3-Zell- Funktii@ubota et al. 2002, Lin et al. 2009,
Okamoto et al. 2008, Rakatzi et al. 2004, Winzelale 2004, Yamauchi et al. 2003b) in der

Literatur eruieren lassen. Neuere Erkenntnisse emeigudem auf, dass Adiponectin

maoglicherweise einen protektiven Effekt auf die &l&asse hat (Butler et al. 2003, Rakatzi et
al. 2004, Wijesakara et al. 2010, Lin et al. 20@®wie an der Reqgulation des Energiehaushaltes
auf zentraler Ebene beteiligt ist (Kim et al. 208@pota et al. 2007, Qi et al. 2004), wobei die

nachfolgenden Kapitel einen Literaturiberblick Ubelie verschiedenen potentiellen

Angriffspunkte von Adiponectin geben.
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1.5.1 Adiponectin- Einfluss auf die Insulinresisten

Wichtige Hinweise kommen von Studien an M&ausen, dliech ein Fehlen von Adiponectin
gekennzeichnet sind: so zeigte die ArbeitsgruppeMatzuzawa, das homozygote Adiponectin-
knockout (ko)-Mause unter einer Diat mit einem holiett- und Glukoseanteil eine schwere
Insulinresistenz entwickelten, wobei es nach Stiigin des fehlenden Fettgewebshormones zu
einer signifikanten Verbesserung der Insulinserititi kam (Maeda et al. 2002). Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit dem der Arbeitsgripm Scherer, in dessen Studie homozygote
Adiponectin-ko-Mause unter einer hochfetthaltigeat2ine gestorte Glukosetoleranz (OGTT)

entwickelten (Nawrocki et al. 2006).

Die 0.g. Ergebnisse stehen partiell im Einklang daim der Arbeitsgruppe um Kadowaki und
Noda, wobei hier heterozygote adiponectindefizieMéuse (60 %ige Reduktion des

Adiponectinspiegels im Vergleich zum WT) eine mildesulinresistenz und homozygote

Adiponectin-ko-Mause eine moderate Insulinresistamzviesen. Partiell aufgrund dessen, dass
hier keine spezielle hochkalorische Diat erfora@érli wurde, um eine diabetische

Stoffwechsellage zu erzielen (Kubota et al. 20@#¢ Arbeitsgruppe um Chan et al. hingegen
konnte keinen Unterschied in Bezug auf die Insels#ivitat zwischen dem WT und

homozygoten Adiponectin-ko-Mausen sowohl unter radem Erndahrung, als auch unter
hochfetthaltiger Diat, eruieren. Diese Unterschie#&nnten eventuell durch einen

unterschiedlichen genetischen Background zustaoaderien (Ma et al. 2002).

Interessante Daten stammen auch von Mausen mggeaer Uberexpression: diese wiesen im
Vergleich zum WT eine 3-fach hohere Konzentraties dirkulierenden Adiponectins auf. Unter
einer hochfetthaltigen Diét zeigten die transgeMi&use im Vergleich zum WT eine signifikant
verbesserte Insulinsensitivitat, was fir einen $chgegenuber einer diat-induzierten

Insulinresistenz spricht (Combs et al. 2004).

Weitere Hinweise kommen von Studien an Adiponeefiaptor-knockout (ko)-M&usen. Hier
zeigten sowohl AdipoR1/R2-knockout-Mause als audip8R1-knockout-Mause im Vergleich
zum WT eine signifikant gestorte Glukosetoleranzhmend AdipoR2-ko-Méause eine normale
Glukosetoleranz, jedoch erhdhte Plasmainsulinspieg¥®ergleich zum WT aufwiesen, was ein
Hinweis flr eine bestehende Insulinresistenz igt. dine Beteiligung beider Rezeptoren an der
Entstehung der Stérung der Glukosetoleranz spweliterhin, dass AdipR1/2-double-ko-Mause
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im Vergleich zu AdipoR1-ko-Mausen einen héherenlinsesistenzindex aufwiesen (Yamauchi
et al. 2007).

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse dieserétwdeitere Hinweise, dass Adiponectin in
Hinblick auf dem T2D eine kausale Bedeutung zukonwWiterfihrende Zellkulturexperimente
lassen vermuten, dass der protektive Effekt vorpéwectin vermutlich zustand kommt, indem
es auf der einen Seite die Signaltransduktion vosulin Uber eine Verminderung des
Triglyceridgehaltes im Gewebe verbessert (Yamaatlil. 2001) und auf der anderen Seite die
Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel erhoht (Yamauet al. 2002) sowie die
Glukoneogenese inhibiert (Berg et al. 2001, Yamaetchl. 2002).

1.5.2 Adiponectin und die 3-Zelle

Zudem gibt es Hinweise, dass dem Adiponectin nelogm positiven Einfluss auf die periphere
Insulinresistenz auch ein protektiver Effekt aigf pankreatische 3-Zelle zukommt.

Um das Zusammenspiel der Zielorgane von Insulin¢ches seine Wirkung hauptsachlich tber
den Skelettmuskel und die Leber entfaltet, in Meallbng mit der pankreatischen R3-Zelle zu
verstehen, muss man sich klarmachen, das InsusirSdhlisselhormon fur die Regulation des
Blutzuckerspiegels ist und ein normaler Blutzucgeygel durch die komplexe Interaktion
zwischen der Insulinwirkung und Insulinsekretiomeasht wird (Stumvoll et al. 2005). Die
gesunde R-Zelle kann sich an Veranderungen derlinmstkung adaptieren, wobei die
Beziehung beider Komponenten einer hyperbolischerv& folgt (Bergmann et al. 1981, Kahn
et al. 1993), was bedeutet, dass das Produkt aussidinsensitivitdt und der 3-Zell-Funktion
konstant ist (Kahn et al. 1993). Dieser Zusammeghsinin der folgenden Abbildung (Abb. 3)

zum besseren Verstandnis noch einmal graphisclestzit:
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Insulinresistenz mit

B-Zell-Kompensation

e Insulinresistenz ohne
f#-Zell-Kompensation

B-Zell-Funktion

NGT

IGT

Insulinsensitivitét

Abb. 3. Hyperbolische Beziehung zwischen der -Zeflunktion und der Insulinsensitivitat (Abb. adaptiert nach Stumvoll et al. 2005);
Erklarung s. Text, NGT: normale, IGT: gestorte Glukosetoleranz, T2D: manifester T2D

Eine Abweichung von dieser hyperbolischen Kurvele ®s zum Bsp. bei Patienten mit einer
gestérten Glukosetoleranz und einem manifestendbggbmellitus Typ 2 der Fall ist, tritt auf,

wenn die R-Zell-Funktion fiir einen spezifischenddar Insulinsensitivitat inadaquat zu niedrig
ist, was die Bedeutung der [R-Zell-Dysfunktion arr d@ntstehung des Diabetes mellitus
unterstreicht (Stumvoll et al. 2005).

Hier werden neben einer genetischen Komponentehedene Mechanismen fur die 3-Zell-
Dysfunktion postuliert: Glukotoxizitat, Lipotoxi#t, die Ablagerung von Inselamyloid sowie
inflammatorische Zytokine (Stumvoll et. al 2005)eldé&n einer verminderten Funktion der R3-
Zelle spielt weiterhin eine Reduktion der 3-Zell-9dda eine wichtige Rolle (Wajchenberg 2007).
So konnten Butler et al., welche humanes Pankressuge untersuchten, eruieren, dass adipose
Probanden mit mit einer gestdrten Nuchternglukase kinem manifesten T2D im Vergleich zu
adipésen Probanden ohne eine Stérung des Glukoswditas, ein um 40 % bzw. 63 %
reduziertes R3-Zell-Volumen aufwiesen, wobei weiterénde Untersuchungen ergaben, dass

eine erhohte Apoptoserate ursachlich fur diesemtdohied war (Butler et al. 2003).

In der Tat sprechen tierexperimentelle Studien diimen Einfluss von Adiponectin auf die
pankreatische R-Zelle, wobei zur besseren Ubergichéichst auf die R-Zell-Dysfunktion und

anschlie3end auf den Einfluss von Adiponectin aeifidZell-Masse eingegangen wird.
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1.5.2.1 Adiponectin und R-Zell-Dysfunktion

Erste Hinweise, dass Adiponectin einen Einfluss diafinsulinsekretion und somit auf die [3-
Zelle per se haben kdnnte, kommen von Studien apofdctin-knockout-Mausen, welche nach
Gabe von Glukose im Vergleich zum WT tendenziefirggere Plasmainsulinspiegel aufwiesen
(Kubota et al. 2002).

Weitere Experimente, welche an gAd transgenen oblabsen durchgefihrt wurden, zeigten,
dass diese Mause im Vergleich zu ob/ob Mausen imniea eines OGTT unter einer

hochfetthaltigen Diat neben einer verbesserten @letoleranz signifikant erhohte

Plasmainsulinspiegel sowie ebenfalls einen hoheselihmenge in den préparierten Inselzellen
aufwiesen. (Yamauchi et al. 2003b).

Hier konnte die Arbeitsgruppe um Kadowaki einemgiganten Effekt von Adiponectin auf die
Insulinsekretion sowohl in isolierten Inselzelleer daus als auch in vivo an C57BL/6 M&usen
bei einer Glukosekonzentration von 5,6 mmol/l naeisen. Weiterfihrende in vitro
Experimente zeigten, das der Effekt von Adiponedigdingt war durch eine gesteigerte
Exozytose von Insulin und dass dieser bei hoherekoSekonzentrationen nicht nachweisbar
war (Okamoto et al. 2008).

Die Arbeitsgruppe um Haring konnte jedoch an humagesunden Inselzellen keinen Einfluss
von Adiponectin sowohl auf die basale, als auch diaf glukosestimulierte Insulinsekretion
aufzeigen. Weiterhin konnte dieses Ergebnis in \({8® gesunde Probanden) bestatigt werden
(Staiger et al. 2005).

Winzell et. al hingegen konnten an insulinresiganMausen (C57BL/6J Mause unter einer
hochfetthaltigen Diat) aufzeigen, das Adiponectiea bhsulinsekretion aus den pankreatischen
Inselzellen bei niedrigen Glukosekonzentrationer8 (@mol/l) hemmt und sie bei hdheren

Glukosekonzentrationen (16,7 mmol/l) stimuliert. neegendber lield sich kein Effekt von

Adiponectin auf die Insulinsekretion in der Kontgouppe aufzeigen, was auf eine protektive
Rolle von Adiponectin im Status der Insulinresigt@imweisen konnte (Winzell et al. 2004).

Analog hierzu konnten Rakatzi et al. unter normkgtgischen Bedingungen keinen Einfluss

von gARCP30 auf die basale Insulinsekretion sowree dReduktion der glukoseinduzierten
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Insulinfreisetzung in INS-1 Zellen der Ratte erarer Jedoch konnte durch die Zugabe von
gARCP30, die durch zytokin- oder palmitinsaureindre Suppression der Glukose induzierten
Insulinfreisetzung komplett aufgehoben werden, eiasHinweis fur einen protektiven Effekt
von Adiponectin auf die zytokin- und fettsaureinigute 3-Zell-Dysfunktion sein kénnte, wie sie

im Status der Insulinresistenz vorherrscht (Rakettail. 2004).

Interessante Daten stammen auch von der Arbeitgsgrum Hou, welche unter glukotoxischen
Bedingungen an INS-1 Zellen aufzeigen konnten, dias Inkubation mit Adiponectin die
gestorte Insulinsekretion, hervorgerufen durch ldidben Glukosekonzentrationen, signifikant
verbesserte. Weiterfuhrende Experimente ergabess dee Zellen, welche mit Adiponectin
behandelt wurden, im Vergleich zu den Kontrolleneei hoheren Insulingehalt sowie eine
gesteigerte Expression der mRNA von Insulin aufamesvas ein Hinweis dafir sein konnte, das
Adiponectin die unter glukotoxischen Bedingungestgee Insulinsynthese verbessert (Lin et
al. 2009).

Gegen einen protektiven Effekt von Adiponectin um&n glukotoxischen Bedingungen spricht
jedoch, das es in der Studie von Wijesakara etaaliohl unter glukotoxischen, als auch unter
normoglykdmischen Bedingungen, zu einer gesteigelExpression des Insulin-Gens in

isolierten 3-Zellen der Maus kam (Wijesakara e2@l.0).

Zusammenfassend stellt sich die Datenlage rechinlmidich dar, moglicherweise bedingt
durch Differenzen im Aufbau der Experimente wie .zdde Verwendung unterschiedlicher
Zellkulturen sowie differierende Glukosekonzentyaén und heterogene Expositionszeiten der
Zellen mit Adiponectin. Nichts desto trotz zeigtctsi ein Trend fir Adiponectin, die
glukosestimulierte Insulinsekretion zu steigerrsbesondere unter Bedingungen, wie sie bei
T2D-Patienten vorherrschen, i.e. Insulinresistehahe Glukosekonzentrationen sowie ein
gestortes Lipidprofil (Wijesakara et al. 2010).

1.5.2.2 Adiponectin und R-Zell-Masse

Hier konnte die Arbeitsgruppe von Rakatzi et allNit-1 Zellen der Ratte aufzeigen, dass die
Inkubation mit gARCP 30 die sowohl durch gesattiggttsauren (Palmitinsédure) als auch durch
Zytokine (IL-13, IFN-y) induzierte R-Zell- Apoptos#osisabhangig reduzierte (Rakatzi et al.
2004).
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Demgegeniber steht die Studie von Staiger et @l¢ch& unter Verwendung von humanen [3-
Zellen keinen signifikanten Effekt von Adiponectauf die durch gesattigte FS (Palmitat,
Stearat) induzierte Apoptose aufzeigen konnte, iiigiweise bedingt durch die hohe
Konzentration der Fettsauren, die verwendet wurtke deren toxischer Effekt den protektiven
Effekt von Adiponectin maskiert hat (Staiger et24105).

Dafur wirde auch die Studie von Wijesakara et ekden, in der gezeigt werden konnte, dass
unter ,Hungerbedingungen®, einem anerkannten Maoideldie Induktion der Apoptose, MIN6
3-Zellen sowie Inzelzellen der Maus unter Inkubatoit gAd bzw. full-length Adiponectin im
Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant gereng Apoptoserate aufwiesen (Wijesakara et
al. 2010). Dieses Ergebnis konnte in BRIN-BD11 Befeder Ratte jedoch nicht bestatigt

werden (Brown et al. 2010).

Weiterhin konnten Lin et al. ebenfalls unter Verdeng von INS-1 Zellen der Ratte einen
inhibitorischen Effekt von Adiponectin auf die ghtkxisch induzierte R-Zell-Apoptose

nachweisen (Lin et al. 2009).

Zusammenfassend gibt es erste Hinweise daflr, dggAectin einen protektiven Effekt auf die
3-Zell-Masse zukommen kénnte, im speziellen unteffi@echselbedingungen, wie sie beim

T2D vorherrschen. Hier bleiben die Ergebnisse zttigar Studien abzuwarten.

1.5.3 Adiponectin — ZNS

Mit der Entdeckung der Adipokine sowie der Erforsal) des Fettgewebshormones Leptin,
welches an der zentralen Regulation des Energibhtias beteiligt ist, rickte in jingerer Zeit
zunehmend Adiponectin als moéglicher Regulator désp&rgewichtes auf zentraler Ebene in

den Fokus der Wissenschatft.

Das Peptidhormon kommt in einer Konzentration, ¥h % (Kusminski et al. 2007) bzw.
0,001% (Kos et al. 2007) der Serumspiegel in deglrespinalen humanen Flissigkeit vor.
Spranger et al. hingegen konnten im humanen Ligaor Adiponectin detektieren (Spranger et
al. 2006). Zum einen konnte diese Diskrepanz dGetumverunreinigungen in den Studien von
Ksuminski und Kos erklart werden. Alternativ konmtgie Assays in der Studie von Spranger
nicht sensitiv genug gewesen sein, um die niedriggiegel im ZNS zu detektieren (Kos et al.
2007).
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Bisher sind, wie bereits in Kapitel 1.4 aufgefut?2tRezeptoren bekannt, tber die Adiponectin
seine Wirkung entfaltet, namentlich AdipoR1 und pgaiR2. In immunhistochemischen
Untersuchungen konnte die Arbeitsgruppe um Kumahwaisen, das beide Rezeptoren im
humanen Hypothalamus expremiert sind, wobei demp@®R vermehrt im paraventrikularen
Kern vorkommt, einer Region, welche an der Regotaties Energiehaushaltes beteiligt ist (Kos

et al. 2007). Im Einklang dazu konnte die Arbeiiggre um Ahima im Mausmodell mittels Fos-
Immunhistochemie nachweisen, das der paraventrikuk@ern sowie in weitaus geringerem
Ausmal’ der Nucleus arcuatus Zielgewebe fur Adipomearstellen (Qi et al. 2004). Kubota et
al. zeigten im Mausmodell weiterhin auf, dass beiddiponectinrezeptoren in einer
Konzentration, die in etwa der Leber entspricht, Hiypothalamus expremiert sind. Weiterhin
lieBen sich beide Rezeptoren, analog zu der Adpeipe um Ahima, im paraventrikularen

Hypothalamus sowie im Nucleus arcuatus, einer Regwelche fur die_Appetitregulation

wichtig ist, nachweisen (Kubota et al. 2007).

Zusammenfassend konnten Adiponectinrezeptoren irnrégionen, welche an der
Appetitregulation sowie an der Regulation des Eebaushaltes beteiligt sind, nachgewiesen
werden. Mdgliche Hinweise die fir eine zentrale ddgjung von Adiponectin an o0.g.

Regulationssystemen stammen wiederum von Studidmneaen:

Hier konnten Kubota et al. in Wildtyp-Mausen aufgi, dass 3 h nach Futterung sowohl die
Serumadiponectinspiegel, als auch die Konzentratmm Adiponectin in der cerebrospinalen
Flissigkeit signifikant abfiel, weiterhin kam es emer verminderten Expression des AdipoR1,
nicht jedoch des AdipoR2 im Nucleus arcuatus. Imng&rzustand hingegen stieg die
Konzentration von Adiponectin im Serum und in derebrospinalen Flissigkeit sowie die
AdipoR1-Expression im Nucleus arcuatus, was einwedia fir eine Beteiligung von

Adiponectin an der Appetitregulation sein konntellgiita et al. 2007).

Dafur spricht, dass es bei WT-Mausen 3 h nach d#efeing und i.v. Gabe von Adiponectin zu
einem signifikanten Anstieg der Nahrungsaufnahma ka Vergleich zu Mausen, welche ein
Placebo erhielten. Weiterfihrende Untersuchunggabe&n hier, dass dieser Effekt vermutlich
Uber eine zentrale Aktivierung des AdipoR1 mit ka&lngiver Aktivierung der AMP-Kinase
sowie Acetyl-CoA-Carboxylase zustande kam (Kubdtale 2007). Hintergrund ist, dass in
verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, dass eehthte AMP-Kinase-Aktivitat die
Nahrungszufuhr stimuliert (Hardie 2004, Carling 2P0
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Im Einklang hiermit steht die Beobachtung, dass é&si WT-Mausen nach
intracerebroventrikularer Gabe der hexameren Foon sdiponectin zu einer signifikant
gesteigerten Nahrungsaufnahme im Vergleich zu damtridllen kam, wobei es zudem zu einem
reduziertem Sauerstoff- und Energieverbrauch kams weben einer appetitstimulierenden
Wirkung fur einen Einfluss auf den Energiehausbkpitcht (Kubota et al. 2007).

FUr einen appetitstimulierenden Einfluss sowie eBeeinflussung des Energiehaushaltes durch
Adiponectin spricht ebenfalls, dass Adiponectindqmt-Mause unter einer Diat mit einem
hohem Fettanteil im Vergleich zu den Kontrollenngiiggant weniger Nahrung zu sich nahmen.
Weiterhin wiesen diese Mause einen hoheren Saffeestorauch auf und nahmen weniger an
Gewicht zu, wobei das viscerale und subcutang&etbe signifikant reduziert waren (Kubota
et al. 2007).

Interessannte Daten stammen aulRerdem von der #ghgipe um Scherer, welche Experimente
an Adiponectin- transgenen ob/ob Mause durchfihi@ese Mause wiesen im Vergleich zu
ob/ob Mausen 2-3 fach hohere zirkulierende Adiptinspiegel auf, wobei die Verteilung der
Multimere ahnlich war (minimal hoherer Anteil anrdéMW-Form). Diese Mause hatten ein
signifikant erhdhtes Kdrpergewicht, wobei dieses duif das perikardiale Fettgewebe durch die
reine Zunahme des subcutanen Fettgewebes zu erkiégae. Zudem kam es unter einer
hochfetthaltigen Diat zu einer weiteren konkordarewichtsdiskrepanz.

Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben hier, da&sadiponectin-transgenen ob/ob Mause im
Vergleich zu den ob/ob Mausen signifikant wenigeaahNing zu sich nahmen sowie einen
reduzierten Energieverbrauch aufwiesen ( erniegdigirpertemperatur, verringerte motorische
Aktivitat, reduzierter O2-Verbrauch). Im Einklangetzu nahmen die Adiponectin-transgenen
ob/ob Méause im Vergleich zu ob/ob Mausen unterrisdber Restriktion signifikant weniger an
Gewicht ab, was vermuten lasst, das Adiponectia Ralle als ,Sattigungs-Hormon* zukommt
(Kim et al. 2007).

Ebenfalls konnte die Arbeitsgruppe um Scherer ampdwktin-transgenen (2-3 fach erhohte
zirkulierende Adiponectinspiegel) M&ausen zwar naemem Jahr eine Zunahme des
Korpergewichtes beobachten, wobei hier im Verglemh den Kontrollen vorrangig eine
Expansion des braunen Fettgewebes in der Intersceggion und im Bereich der Orbita zu

verzeichnen war. Diese phanotypischen Veranderungamen jedoch nicht mit einer
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Veranderung des Nahrungsverhaltens oder des Ewerlgrauches assoziiert (Combs et al.
2004).

Im Gegensatz dazu nahmen die Mause der Arbeitsgruppn Ahima nach
intrazerebroventrikularer Injektion von Adiponectsgnifikant an Gewicht ab. Hier kam es
ebenfalls zu keiner signifikanten Veranderung dahmingsaufnahme, jedoch zu einem erhdhten
Energieverbrauch (Qi et al. 2004).

Zusammenfassend gibt es erste Hinweise fur ein@fluEs von Adiponectin auf zentraler
Ebene, wobei die bisherigen Ergebnisse nicht eiinttesind, moglicherweise bedingt durch die
Verwendung von divergierenden Mausmodellen. Hierbigin die Resultate zukinftiger Studien

abzuwarten.

1.6 Einfluss qgenetischer Varianten im AdipoQ-Gen au die zirkulierenden Plasma-

adiponectinspiegel und den Typ 2 Diabetes mellitus

Die oben beschriebenen protektiven Effekte von Adgztin auf den T2D sowie die bereits
erwahnte Lokalisation des AdipoQ-Gen in einer Regiie mit dem Typ 2 Diabetes mellitus
sowie Parametern des metabolischen Syndroms am$agii haben die Hypothese aufkommen
lassen, dass genetischen Variationen im AdipoQ-&ee Bedeutung in Hinblick auf die
zirkulierenden Adiponectinspiegel sowie dem T2D auknen kénnte. Diese Hypothese wird
weiterhin dadurch unterstitzt, dass Schéatzungemrberg haben, dass die Variation der
Plasmadiponectinspiegel zu einem Anteil von ca7@®% durch hereditare Faktoren bestimmt
wird (Comuzzie et al. 2001, Pollin et al. 2005, $&a# et al. 2002) und es zudem Hinweise gibt,
dass genetische Variationen im AdipoQ-Gen selbsteairModulation der Spiegel beteiligt sein
konnten, wobei diese sowohl unter Einbeziehung epidemiologischen Studien (Heid et al.
2006, Laumen et al. 2009) als auch von funktionellxperimenten (Bouatia-Naji et al. 2006,

Laumen et al. 2009) gewonnen werden konnten.

Eine Reihe von Studien hat mittlerweile Assoziagioiwvon genetischen Variationen im AdipoQ-
Gen sowohl mit den zirkulierenden Plasmaadiponspiegeln als auch mit einem bestehenden
T2D bzw. Surrogatparametern des Glukosestoffwestgesteigt, wobei sich die Ergebnisse aus
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den bereits in Kapitel 1.2.2.1 genannten Grindénaid§ nicht replizieren lassen konnten und es
somit die bisherige Datenlage nicht zulasst, k#gklussfolgerungen zu ziehen (Menzaghi et al.
2007).

Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick tiberufig untersuchte genetische Variationen
und deren Lage im AdipoQ- Gen (Abb. adaptiert ndeimzaghi et al. 2007):
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Abb. 4. Schematische Darstellung genetischer Varianen und deren Lage im AdipoQ-Gen (Abb. adaptiernach Menzaghi et al. 2007)
Die Nummern beschreiben die Lage der Varianternivetam Adenin des Startkodons ATG. Die im Rahmigser Dissertation untersuchten
Einzelnukleotidpolymorphismen sind hervorgehobett (ind unterstrichen). Blau hervorgehoben sindrdite des AdipoQ-Gens, welche
transkribiert werden.
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1.7 Ziele der Arbeit

In den letzten Jahrzehnten liel3 sich ein epidertigearAnstieg der Pravalenz der Adipositas und
konsekutiv auch der Pravalenz des Diabetes melliyy 2 verzeichnen. Und diese Tendenz héalt
weiter an. Diese Entwicklung hat erhebliche Fold@njedes einzelne betroffene Individuum

und die Therapie ist gleichzeitig eine der grol3esugdheitspolitischen sowie 6konomischen

Herausforderungen unserer Zeit.

Erniedrigte Plasmakonzentrationen von Adipone@ssén sich sowohl beim Typ-2-Diabetes als
auch bei Adipositas finden, wobei der zirkulierendéiponectinspiegel mittlerweile als
pradiktiver Biomarker in Bezug auf den T2D etaltlist. Zudem impliziert die Datenlage, dass

dem Adiponectin eine kausale Rolle in der Pathogees T2D zukommit.

Des Weiteren sind genetische Variationen im Adigg€r, welches sich auf dem Chromosom
3927 befindet, einer Region, welche im Rahmen vemogweiten Linkageanalysen im
europaischen Raum mit dem Typ 2 Diabetes melliteew. bParametern des metabolischen
Syndromes in Zusammenhang gebracht wurde, vermutlicekt an der Modulation der
zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegel beteiligier konnten bereits zahlreiche Studien
Assoziationen zwischen Varianten im AdipoQ-Gen dgh zirkulierenden Plasmaadiponectin-
spiegeln und/oder mit dem T2D bzw. Parametern dekoSestoffwechsels nachweisen. Diese
Studien fuhrten jedoch bisher, nicht zuletzt aufgrudes heterogenen Studiendesigns, zu
diskrepanten Ergebnissen.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war daher dieeidachung des Stellenwertes der bereits
bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen rs266728178300539, rs16861194 in der
Promotorregion des AdipoQ-Gens. Die SNPs wurden2inunabhéngigen europaischen
Studienkohorten einer Region (Berlin/BrandenburgHinblick auf folgende Fragestellungen

untersucht:

1. Besteht eine Assoziation zwischen den Einzelnukiymblymorphismen und den

zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegeln?

2. Besteht eine Assoziation zwischen den Einzelnukjmdlymorphismen und dem

Diabetes mellitus Typ 2?

Zur Beantwortung dieser Frage wurde zum einen eingebettete Fall-Kontroll-Studie der

EPIC-Potsdam-Kohorte _(European Prospective Invatstig into Cancer and Nutrition)
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herangezogen, welche sich zum Zeitpunkt der pieieis Arbeit dieser Dissertation aus 187 Typ
2 Diabetikern sowie aus 376 Kontrollen zusammenesetz

Um die Ergebnisse replizieren zu konnen, erfolggeléhtersuchung dieser Fragen zusatzlich in
der unabhangigen MeSy-BePo-Kohori@letabolisches Syndrom Berlin-Potsdam), die zum
Zeitpunkt der Dissertation 2031 Probanden umfasste.

Im Rahmen der MeSy-BePo-Kohorte konnte aufgrundRiagnosesicherung des T2D durch
den OGTT (oraler Glukosetoleranztest) erganzendBdantwortung folgender Fragestellungen

erfolgen:

3. Besteht eine Assoziation zwischen den Einzelnukmdlymorphismen und dem
Diabetes mellitus Typ 2 unter Einbeziehung seinerorstufen [gestorte

Nuchternglukose (IFG), gestoérte Glukosetoleranz (T?

4. Besteht eine Assoziation zwischen den Einzelnukifymlymorphismen und Indizes

des Glukosemetabolismus?

" Partielle Verwendung der Daten aus : Genetisclienuetabolische Regulation von Adiponectin: Reseltatnin

vitro und humanein vivo Studien. Uta Elke Wegewitz 2007.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Methoden Probanden

2.1.1 Charakterisierung der EPIC-Potsdam Kohorte

Im Potsdamer Studienteil der European Prospectivestigation into_Cancer and Nutrition
Study (EPIC-Potsdam), wurde eine eingebetteteKeilktroll-Studie etabliert, um anhand dieser
zu eruieren, welche Faktoren die Entstehung eings 2T Diabetes vorhersagen. Im Rahmen
dieser Dissertation wurde untersucht, ob ein odgrere Polymorphismen im AdipoQ-Gen mit
den zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegeln uma/ddm inzidenten T2D assoziiert sind. Die
Potsdamer Kohorte umfasst 27,548 Teilnehmer [Manidér64 Jahre) und Frauen (35-64)
Jahre], welche in dem Zeitraum zwischen August 199d September 1998 rekrutiert worden
sind. Die Auswahl der Studienteilnehmer erfolgtecthaeinem Zufallsverfahren aus den
Einwohnermelderegistern von Potsdam und Umgeburaheiwdiese via E-mail informiert
wurden. Die Teilnehmerrate lag bei 22,7%. Es kamratkerdings auch interessierte Personen,
die sich von sich aus gemeldet haben, an der Steithehmen. Die Probanden bekamen 2 selbst
auszufillende Fragebogen zugesandt, wo sie ihréihings- und Lebensgewohnheiten
einschatzen sollten und nahmen an einem PC-gestlitimrview teil. Dieses diente sowohl zur
Erfassung ihrer Lebensgewohnheiten als auch zwetirty ihrer medizinischen Anamnese. Des
Weiteren erfolgten anthropometrische Messungen(§&r&ewicht, Huft- und Taillenumfang)
sowie eine vendse Blutentnahme. Im Zuge der Nadidmung bekamen die Studienteilnehmer
nach 2 Jahren einen Fragebogen zugesandt, mitndeske man potentielle Falle eines neu
aufgetretenen T2D identifizierte. Die Teilnehmegrktg hier bei 96%.

Die Diagnose dieser Stoffwechselerkrankung wurdechduden behandelnden Arzt des
Probanden verifiziert, so dass nur Teilnehmer nmiem medizinisch gesicherten Diabetes
mellitus Typ 2 in die Studie aufgenommen wurdenchdeem potentielle Falle eines Diabetes
mellitus Typ 1 via Bestimmung der Autoantikbrper BA&5 und IA-2 ausgeschlossen wurden,
ergaben sich 192 Falle mit einem medizinisch gesteh T2D. Jedes Individuum wurde
anschlieBend mit 2 Kontrollen aus der Basiskohoieh Alter und Geschlecht gematcht.
Probanden mit fehlenden Angaben, die fur die siobchlieRende statistische Auswertung
notwendig waren, wurden aus der vorliegenden Stakgieschlossen, so dass diese letztendlich
187 Falle und 376 Kontrollen umfasste. Die Genelumig der Studie erfolgte durch die

Ethikkommission der Landesarztekammer Brandenliegischland.
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2.1.1.1 Blutentnahme und Labordiagnostik

Bei jedem Probanden erfolgte in der Rekrutierungsphder Studie eine peripher-vendse
Nuchtern-Blutentnahme in Citrat- und EDTA- haltiggfonovetten. Die Analyse der Blut-
parameter erfolgte in durch Zentrifugation (100@ ftir 10 Minuten bei 4°C) separiertem Serum
bzw. EDTA-Plasma, welches bei -80 °C aufbewahrtdsur

Die Bestimmung des Gesamtcholesterins (ABX Penthal€Sterol CP, ABX Diagnostics,
Bedfordshire, UK) erfolgte kolorimetrisch (COBAS R, Roche Diagnostics, Mannheim, D).
Ebenso erfolgte die Bestimmung des HDL (ABX Pemdi@L Direct CP, ABX Diagnostics,
Bedfordshire, UK) sowie der Triglyceride (ABX Peatiriglycerides CP, ABX Diagnostics,
Goppingen, D) nach diesem Verfahren. Die Cholebtio errechnete sich aus dem Quotienten
von Gesamtcholesterol und LDL.

Fur die Berechnung des LDL kam anschlieBend diedeéwald-Formel zur Anwendung
(Friedewald et al. 1972):

Cholesterb— Ratio= Gesamtchasterinmmol/ 1]
HDL[mmol/1]

LDL[mmol/ 1] = Cho[mmol ] _w

—HDL[mmol/I]

Die Bestimmung des Plasmaadiponectinspiegels ¢efaigittels Radio-Immunoassay [Linco
Research, USA (Intra-Assay-Variationskoeffiziernt-68,2%, Inter-Assay-Variations-koeffizient
5,0%)]. Ebenfalls erfolgte die Bestimmung der Diakemellitus Typ 1 assoziierten Auto-
antikorper GAD 65 und IA-2 mittels Radio-Immunoasgiedipan Diagnostica, Selchow, D),
wahrend flur die HbAlc-Bestimmung ein Enzym-Immusags(DAKO Diagnostica, Hamburg,

D) verwendet wurde.

2.1.1.2 Anthropometrie

Die anthropometrischen Messungen umfassten dianBesing der Korpergrolie, des Korper-
gewichtes sowie des Huft- und Taillenumfanges. Miessungen wurden in Unterwésche und

ohne Schuhe durch geschultes Personal vorgenommen.
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KorpergroRe, Kdrpergewicht und BMI

Die Erfassung der Korpergro3e erfolgte mit eineswiilen Anthropometer bis auf 0,1 cm genau
(GBM Anthropometer, Silber & Hegner, Zirich, CH)irFdie Bestimmung des Kérpergewichtes
wurde eine digitale Waage (Soehnle, Typ 7720/23;rNMaudt, Deutschland), welche auf + 100 g

geeicht war, verwendet. Der BMI wurde folgendernmaBerechnet:

Korpergewchtikg]
Korpergrofid m?]

BMilkg/ m?] =

Die in folgender Tabelle dargestellte Klassifiziegudes BMI erfolgte anhand der Richtlinien
der WHO 20086,

Tab. 1. Klassifizierung des BMI nach den Kriteriender WHO 2000

Gewichtsklassifizierung BMI (kg/m?)
Untergewicht < 18,50
Normalgewicht 18,50 — 24,99
Praadipositds 25,00 — 29,99
Adipositas Grad®i 30,00 — 34,99
Adipositas Grad fi 35,00 — 39,99
Adipositas Grad If > 40,00

! Ubergewicht> 25 kg/nt

Huft-, Taillenumfang und WHR
Diese Messungen erfolgten in der stehenden PosfienHuftumfang wurde an den breitesten

Punkten oberhalb der grof3en Trochanteres majostsrivet, wahrend der Taillenumfang in der
Mitte zwischen dem untersten Rippenansatz und dena& iliacae anteriores superiores
bestimmt wurde. Beide Messungen wurden streng tvotaz mit einem Mal3band vorgenommen.
Die Waist to Hip Ratio (WHR) wurde folgendermalRereehnet:

_ Taillenumang cm]
Huftumfangcm|

WHR

2 Obesity: preventing and managing the global epideReport of a WHO Consultation. WHO Technical Be:p
Series 894. Geneva: World Health Organization, 2000
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2.1.1.3 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte mit einem oszillonsetnen Blutdruckmessgerat [BOSO.
Oscillomat® (Bosch & Sohn, Jungingen, Deutschlandglches auf £ 1 mm Hg geeicht war.
Sie erfolgte weiterhin im Sitzen am unbekleidetechten Arm, welcher sich in Herzhdhe
befand sowie nach einer Ruhephase von 15-30 MinWt&mrend den Messungen durfte aul3er-
dem nicht geredet werden. Es wurden 3 aufeinamdigeride Blutdruckmessungen in einem Ab-
stand von 2 Minuten vorgenommen und der Mittelvaeid dem zweiten und dritten gemessenen
Wert gebildet.

Dieses Vorgehen liegt darin begriindet, dass wemmmaaden zuerst gemessenen Wert beriick-
sichtigt, der mittlere Blutdruck sowie die Pravaleder Hypertonie Uberschatzt werden.
Zwischen dem 2. und 3. gemessenen Wert bestehtendialis im Vergleich zu dem 1. und 2.
Blutdruckwert nur sehr schmale Differenzen. In Atndeht der Tatsache jedoch, dass die
Reproduzierbarkeit des gemessenen Blutdruckes enitZdhl der durchgefihrten Messungen
zunimmt, erscheint es am sinnvollsten, den 2. undV&rt gemeinsam zu bertcksichtigen
(Schulze et al. 2000).

2.1.2 Charakterisierung der MeSy-BePo-Kohorte (Metholisches Syndrom Berlin-

Potsdam)

Die MeSyBePo-Studie wurde im Jahre 2001 initiiemtn Zusammenhange hinsichtlich
genetischer Muster und Phanotypvarianten in Berfigias metabolische Syndrom und anderer
Adipositas-assoziierter Erkrankungen zu erforscheohei hier der Schwerpunkt auf den T2D
sowie Herz-Kreislauf-Erkrankungen gesetzt wurde.

Vom Studiendesign handelt es sich um eine fortladge Querschnittsstudie, wobei die
Probanden mit einem Mindestalter von 18 Jahren dmm Raum Berlin und Brandenburg
rekrutiert wurden. Hierbei wurde die Bevolkerung Form von lokalen Zeitungsannoncen,
Informationsbroschiren in Apotheken und Arztprasemwie Uber das Internet auf die Studie
aufmerksam gemacht.

Zum Zeitpunkt dieser Dissertation waren 2031 Prdkanin die Studie eingeschlossen. Am
Deutschen Institut fur Erndhrungsforschung (DIREPDtsdam Rehbrlicke (Abteilung Klinische
Erndhrung) sowie an der Charité- Campus Benjamankfin (C-CBF) in Berlin (Abteilung fur
Endokrinologie, Diabetes und Ernahrungsmedizin)deuoei den Probanden eine ausfuhrliche
Eigen- sowie Familienanamnese durchgefuhrt. Im Ahss daran erfolgte, wie auch im EPIC-

Kollektiv, eine ventse Blutentnahme, eine Blutdmelssung sowie die Erfassung
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anthropometrischer Parameter (Gréf3e, Gewicht, Hird Taillenumfang) durch geschultes
Personal. Das Vorgehen zur Erfassung der anthrapiscieen Daten sowie des Blutdruckes
erfolgte analog zum EPIC-Kollektiv (s. Kap. 2.1.1ird 2.1.1.3).

Ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT) aus kapitt&inollblut wurde zur Charakterisierung des
Glukosemetabolismus durchgefuhrt. Bei einigen Prdba konnte nach besonderer Ein-
willigung eine Messung der Insulinsensitivitat immgé/kamisch-hyperinsulindmischen Clamp
vorgenommen werden, was die Validierung der Datas dem OGTT ermdoglichte. Die
Genehmigung der Studie erfolgte durch die Landésigmmern von Berlin und Brandenburg

sowie durch die Ethikkommission der Charité-Uniitétsmedizin Berlin.

2.1.2.1 Blutentnahme und Bestimmung der Laborpat&me

Analog zum EPIC-Kollektiv erfolgte bei den Probandeine peripher-ventse Blutabnahme
sowie die anschlieRende Zentrifugation und Lagemumigr den bereits in Kapitel 2.1.1.1 ge-
nannten Bedingungen. Die Ermittlung folgender Laplboameter erfolgte ebenfalls analog zum
EPIC-Kollektiv: Gesamtcholesterin, HDL, TG, LDL.

Die Bestimmung des Adiponectinspiegels im Serurolgié mittels ELISA [Biovendor, Nash-
ville, USA (Intra-Assay-Variationskoeffizient 6,84 Inter-Assay-Variationskoeffizient 7,3-
8,2%)].

Die Bestimmung des HbA1c erfolgte mittels HPLC (Hduckflissigkeitschromatographie,
Menari Dignostics, Neul3, D).

2.1.2.2 Oraler Glukosetoleranztest (OGTT) — Durbinfiing

Im Vergleich zum EPIC-Kollektiv konnte bei den Paolden des MeSy-BePo-Kollektives ein
oraler Glukosetoleranztest durchgefiihrt werden, undd eine spezifischere Charakterisierung

des Glukosestoffwechsels moglich war.

Bei den Studienteilnehmern wurde nach einer Natgkemgnzzeit von 10 h zunachst die
Nuchternglukose bestimmt, indem 20 pl kapillarediblfot aus dem Ohrlappchen enthnommen
wurden, um anschlielend im Analysator ,Super GLF.[Muller, Geratebau GmbH, Freital, D
(Variationskoeffizient < 1,5% (24 Proben))] nachr dglukoseoxidasemethode bestimmt zu

werden.

Die Probanden bekamen nun eine 300 ml Trinklosukery-Check® Dextro® O.G.T.) der
Firma Roche, Grenzach-Wylen, Deutschland, zu tnnkeas einer Menge von 75 g wasserfreier
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Glukose entspricht. Der unmittelbare Beginn denKaufnahme wurde als Zeitpunkt O definiert,
wobei die Probanden zu einer mdglichst zugigen Alfne (5 Minuten) angehalten wurden.
Weitere Blutentnahmen (kapillar, vends) erfolgteachn 30, 60, 90, 120 sowie 180 Minuten,
wobei kapillares Vollblut zur Bestimmung der Bluigbse diente, vendses Vollblut hingegen
wurde entnommen, um nach entsprechender Aufbegeien Proben den Seruminsulinspiegel
mittels Elisa [Mercodia AB, Uppsala, Schweden @riissay-Variationskoeffizient 2,8-4,0%,
Inter-Assay-Variationskoeffizient 2,6-3,6%] zu besnen.

Die Auswertung der Daten des OGTT erfolgte beidh#ierung der Studie im Jahre 2001 nach
den Kriterien der WHO von 1999welche der folgenden Tabelle (Tab. 2) zu entnehsired:

Tab. 2. Diagnostische Kriterien des Diabetes mellis und seiner Vorstufen nach WHO 1999

Diagnose Zeitpunkt 0 OGTT! Zeitpunkt 2h OGTT !
NGT <100 mg/dl <140 mg/dI

IFG > 100 mg/dl oder <140 mg/dl

IGT 3 <110 mg/dl und > 140 mg/dl

T2D?2 > 110 mg/dl oder > 200 mg/dl

*1: Werte gelten fur kapillares Vollblu: Bestatigung der Diagnose durch Messung an 2 saitexdlichen Tagen3: Diagnose nur bei
Vorliegen der Werte fur Zeitpunkt 0 und Zeitpunkth2 NGT: normale Glukosetoleran2FG: gestdrte NuchternglukoséGT : gestorte
GlukosetoleranZT2D: manifester T2D

Bei Probanden mit einem bereits diagnostizierteabBies mellitus erfolgte anstelle des OGTT
die Bestimmung der Nuchternglukose sowie des Niiohtsulinspiegels.

Ebenfalls erfolgte, analog zum EPIC-Kollektiv, dBestimmung der GAD 65 sowie IA-2
Autoantikdrper, um Probanden mit einem Diabeteditue[Typ 1 zu erkennen (s. Kap. 2.1.1.1).

2.1.2.3 Glukosemetabolismus - Indizes

Folgende Indizes liel3en sich aus den MessungeBldezucker- sowie Insulinspiegel vor und
wahrend des OGTT zur Charakterisierung der Inseisgivitdt bzw. Insulinsekretion

errechnen:

* World Health Organization: Definition, Diagnosisda@lassification of Diabetes Mellitus and its Coroations:
Report of a WHO Consultation. Part 1: Diagnosis @fabsification of Diabetes Mellitus. Geneva, Wdddalth
Org. 1999.
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Bestimmung der Insulinsensitivitat

Beim euglykdmisch-hyperinsulindmischen Clamp handsd sich um den sogenannten
»Goldstandard” zur Bestimmung der Insulinsensiéitjitwelcher erstmals 1979 vd@eFronzo

und seinen Mitarbeitern beschrieben wurde (DeFroezal. 1979). Der mit Hilfe dieser
Untersuchung errechenbare M-Wert (die sogenanni&oSéutilisationsrate) erlaubt eine gute

Abschatzung der individuellen Insulinsensitivitéduerrechnet sich folgendermal3en:

M-Wert = Glukose (mg)/min/kg Kérpergewicht

Da es sich hierbei um eine sehr zeit- und kostensive Methode handelt, hab8tumvollund

seine Arbeitsgruppe mehrere Indizes zur Bestimndergnsulinsensitivitdt berechnet, die zum
Teil sehr gut mit dem M-Wert korrelieren, jedocht rHiilfe der praktikableren Methode des
OGTT errechnet werden kénnen (Stumvoll et al. 200) Rahmen dieser Dissertation kam

folgender Index nacBtumvollzur Anwendung:

ISlg = 0157— 4576x107 x Ins,,, — 0,00519% Gluc,, — 0,000299 Ins,

ISl : Insulinsensitivitatsindex nach Stumvoll
INS;,,0: INsulin zum Zeitpunkt 0, 120 min

Gluc,,: Glukose zum Zeitpunkt 90 min (Stumvoll et al. @D0

Dieser Index wurde gewahlt, da in einer Subgruppe6 gesunden Probanden aus dem MeSy-
BePo-Kollektiv, an denen ein euglykamisch-hyperimgumischer Clamp durchgeftihrt wurde,
dieser am besten mit dem M-Wert korrelierte [r 590, p< 0,001]; (Fischer et al. 2008).
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Bestimmung der hepatischen Insulinsensitivitdt dad 3-Zell-Funktion —-Homeostasis
Model Assessment [HONEA

Beim sogenannten ,Homeostasis Model AssessmentMBA®] handelt es sich um ein im Jahre
1985 von Matthewsund seiner Arbeitsgruppe entwickeltes mathematsdiodell, um die
hepatische Insulinsensitivitat und partiell die &Hinktion abzuschatzen.

Hierbei gehen in die Berechnung das Nuchterninsadimie die Nuchternplasmaglukose mit ein,
wobei Matthewset al. bei der Entwicklung dieses Modells annahmen, dassalgewichtige
Probanden unter 35 Jahren eine [3-Zellfunktion vo@ % sowie eine Insulinresistenz von 1
aufweisen (Matthews et al. 1985):

|
HOMAlR = (ZZTO_MGO)

I0: Nuchterninsulinkonzentration (mU/1)

G0: Nuchternglukosekonzentration (mmol/l)

Die physiologische Basis dieses mathematischen NéoBeruht auf dem Prinzip der RuUck-
kopplung zwischen der Leber und der 3-Zelle, wasimgeren Sinn bedeutet, dass die basale
Plasmaglukosekonzentration via insulinabhangigepatischer Glukoseproduktion reguliert
wird, wahrend der Insulinspiegel abhéngig ist wt@m Antwort der 3-Zelle auf die Glukose-
konzentration (Wallace et al. 2004).

Somit eignet sich der HOMA hauptsachlich zur Abschatzung der hepatischen

Insulinsensitivitat, wobei partiell die 3-Zell-Fktion mit erfasst wird (Matthews et al. 1985).

Bestimmung der Insulinsekretion

Der hyperglykdmische Clamp ist eine etablierte Md#) um die Insulinsekretion abschatzen zu
konnen (Mitrakou et al. 1992).

Analog zur Bestimmung der Insulinsensitivitat hat#&omvollund seine Mitarbeiter bei 104
Freiwilligen, nicht an T2D erkrankten Probanderesei aufwendige Untersuchung durchgefihrt,
wobei diese auch einem OGTT unterzogen wurden (&iliret al. 2000). Von den vo&tumvaoll
untersuchten Indizes spiegelte das Verhaltnis thé unter der Insulinkurve zur Flache unter
der Glukosekurve (AUfs/AUCyc) aus den Daten des OGTT am besten die bestimmteninsu
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sekretion aus dem hyperglykamischem Clamp wiedérgs. 3). Da die Probanden der Kohorte
von Stumvoll &hnliche Charakteristika wie die im Rahmen diesé&s@&tation untersuchten
Probanden der MeSy-BePo-Kohorte aufwiesen, (ervesxeh$ersonen, europaische Herkunft)

erschien die Anwendung dieses Index sinnvoll.

Tab. 3. Ergebnisse der Ermittlung eines reprasentaten Index fur die Insulinsekretion (Tab. adaptiett nach Stumvoll et al. 2000)

1stPHg | 2ndPH Alnsyy | Alnsyy | AUCs/
OGTT | OGTT Glucg | AGlucy | AUCge

1stPH (clamp) | 0,781 0,78t 0,57t 063 066t 072 0,71

SecCroma | Alnsgg

2nd PH (clamp)|  0,79t| 0,79 0,62t 059t 060t 02] 0,73

*einfache lineare Korrelatiort:p<0,00052 p<0,01;3 p< 0,05

1st PH (clamp) Summe der Plasmainsulinkonzentration zu den dekien 2,5; 5; 7,5 und 10 min. des hyperglykdmisdbiamps abziglich
der mittleren basalen Plasmainsulinkonzentration

2nd PH (clamp) durchschnittliche Plasmainsulinkonzentration vegildrder letzten Stunde des hyperglykdmischen Claagis Erreichen des
Insulinplateaus abzuglich der mittleren basalesr&nsulinsekretion

2.2 METHODEN — GENOTYPISIERUNG

2.2.1 Darstellung der Polymorphismen — Ein Uberblik

Die DNA-Isolation aus Vollblut erfolgte unter Vermagung des AGOWA® mag Maxi DNA
Isolation Kit (4¢72) in Verbindung mit dem softwaregesteuertem Mésgparator AGOWA®
sep 9600 und einem im Verlauf eingefihrten Pipetieoter (Personal Lab, Fa. Adaltis,
Freiburg, D). Diese Form der DNA-Isolation baseuf dem Prinzip der Magnetseparation, wo-
bei die spezifische Bindung der DNA an bestimmtegMapartikel genutzt wird. Im Anschluss
daran erfolgte die Auswahl der bendétigten Primer Idiife des Softwareprogrammes Vector-
NTI (Infor Max, Oxford, UK) sowie nach Etablierumigr PCR die Amplifikation der benotigten
DNA-Sequenz.

Im Rahmen der Qualitatskontrolle erfolgte der Naeiswdes amplifizierten Fragmentes durch
Agarosegelelektrophorese, sowie am Beginn einntaéigAnalyse der gesamten Basensequenz.
Die Darstellung der Polymorphismen rs266729 und380539 erfolgte unter Verwendung der
single nucleotide primer-extension (SNuPe)-Methedwie des MegaBACE 1000 Sequencers

(Amersham LIFE science, Freiburg, D).

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde bei steigend&anotypisierungsbedarf die effizientere
TagMan-Technologie angewandt, um den Polymorphisreii8861194 in der EPIC-Potsdam-
und MeSy-BePo-Kohorte zu detektieren. Zur Anwendiagien der TagMan®-Assay oder
auch 5°-Nuklease-Allelic-Discrimation-Assay in Vartlung mit dem ABI PRISM 7900 HT



Material und Methoden 33

Sequenzdetektionssystem der Firma Applied Biosystéfoster City. CA, USA). Das Design
der Primer und Sonden erfolgte unter Verwendundsadéiware Primer Express Version 2.0. Die
Qualitatskontrolle erfolgte unter Verwendung vorgaitg/en Kontrollen (Reinstwasser), welche

auf jeder 384-wellplate mitgefuhrt wurden.

2.2.2 Die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methatm DNA-Fragmente zu amplizieren.
Sie wird mittlerweile routinemafig in der molekuwarDiagnostik eingesetzt. Aufgrund dessen
wird das Prinzip der PCR als bekannt vorausgesgidtauf eine ausfihrliche Darstellung im
Rahmen dieser Dissertation verzichtet.

2.2.2.1 Durchfiilhrung der Polymeraskettenreaktion

Hierbei wurde ein 20ul PCR-Ansatz verwendet, wobei ein Mastermix bestdhaus
Magnesiumchlorid, Primer up, Primer low, dNTPs,fBufind Reinstwasser angefertigt wurde.
Je nach der Anzahl der Proben wurde der Mastermikiphziert. Die empfindliche Tag-
Polymerase wurde erst ganz zum Schluss hinzugpetfiudem fanden alle Pipettierschritte auf
Eis statt. In eine 96er Multiwellplate wurden jaul2DNA vorpipettiert, dann wurden 18 des
Mastermixes hinzupipettiert, die PCR-Platte miteeihitzestabilen Folie versehen und kurz an-
zentrifugiert, bevor sie in den vorgeheizten Theryater gestellt wurde. Der PCR-Ansatz sowie
das dazugehérige Thermocyclerprogramm sind Tabd%bwu entnehmen.

Im Anschluss daran erfolgte der qualitative Naclswags amplifizierten PCR-Abschnittes unter

Verwendung der Agarosegelelektrophorese, welchilgenden Kapitel beschrieben wird.

Tab. 4. 20 pl PCR-Ansatz zur Amplifizierung  Tab. 5. Thermocyclerprogramm zur Amplifizierung desrs266729 und rs17300539
des rs266729 und rs17300539

Reagenz Menge iml Schritt Temperatur in °C  Zeit in Sekunden
DNA " .
(ca. 20 ngil) 3,00 Initiale Denaturierung 96 120
MgCl, 1,50 Denaturierung 96 60
Puffer 2,00 )

. Annealing 59 40
Primer up
(20 pmol) 0.75 :

. Elongation 72 40
Primer low
(10 pmol) 0.75 :

Abschliel3ende Synthes 72 600

dNTP 1,00

. Anzahl der Zyklen: 45
Reinstwasser 10,80

Tag-Polymerase 0,20
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2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese kénnen DNragmente entsprechend ihrer Grolde
aufgetrennt werden, wobei diese aufgrund ihrer tvga Ladung im elektrischen Feld in

Richtung Anode wandern.

Verwendet wurden im Rahmen dieser Arbeit 1%ige GBie gewlnschte Menge Agarose
wurde mit der entsprechenden Menge 1* TAE Puffeeimen Erlenmeyerkolben gegeben und
gewogen. Das Gemisch wurde in der Mikrowelle bisnzwollstdndigen Lésen der Agarose
erhitzt, wobei der durch diesen Vorgang entstandéfesserdampf durch Zugabe der ent-
sprechenden Menge Reinstwasser ergénzt wurde. Daréuigte die Zugabe von Ethidium-
bromid in einer Konzentration von 0,pg/ml, um die DNA spater im UV-Licht unter
Verwendung des LAS-1000 Image Readers von Fujtlsacizu machen.

Nachdem die Agaroseldsung auf ca. 60°C abgekuhltwuarde sie zum Ausharten in eine Gel-
kammer gegossen, in die ein Kamm eingesetzt wunae,Taschen fur die zu applizierenden
Proben zu erzeugen.

Nach dem Festwerden des Gels wurden die Giel3lenrters Geltragers vorsichtig entfernt, um
diesen anschlielend in die Elektrophoresekammerstelien und mit 1xTAE-Puffer zu
Uberschichten. Danach wurde der Kamm ebenfallsichdrg entfernt. Vom PCR-Produkt
wurden pro Probe je 4l in ein seperates Gefal3 pipettiert und EL&x loading dye solution
hinzugefiigt, kurz gevortext und in die durch demigaentstandenen Taschen appliziert.

Eine 100 Basenpaarleiter in der jeweils aul3ersteschie, diente als Langenstandard, um die
GroRe der amplifizierten DNA-Fragmente einordnenkdanen. Die Auftrennung der DNA-
Molekule erfolgte bei einer Spannung von 120 V emer Laufzeit von ca. 40 min.

Da trotz sauberen Arbeitens eine Kontamination tngénzlich auszuschliel3en ist, lief parallel
zu jeder PCR eine Kontrolle, die anstelle von DNairRRtwasser enthielt. So konnte beli
fehlender Bande in der letztgenannten Probe in sigh anschlielenden photographischen

Dokumentation eine Kontamination mit hoher Wahrsgdiahkeit ausgeschlossen werden.

2.2.4 Durchfuhrung der Genotypisierung
Die Darstellung der Polymorphismen rs266729 und380539 erfolgte unter Verwendung der

single _nucleotide primer-extension (SNuPe)-Methdm,der es sich vom Prinzip her um eine
abgewandelte Form der Didesoxymethode nach Sareyeatelt, wobei im Folgenden beide

Methoden zum besseren Verstandnis naher erlauceden.
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2.2.4.1 Didesoxymethode nach Sanger und singleeotité primer-extension (SNuPe)-

Methode

Die Didesoxymethode nach Sanger ist auch als Kattamich-Methode bekannt und wurde von

Sanger und seiner Arbeitsgruppe entwickelt und ammre) 1977 publiziert (Sanger et al. 1977).
Sie funktioniert nach dem Prinzip einer linearé®R d.h. es wird ein DNA-Abschnitt entlang
einer einzelstrangigen DNA-Matrize neu synthettsier

Der wesentliche Unterschied besteht darin, dasesmdbn dNTPs auch sogenannte ddNTPs im
Reaktionsansatz enthalten sind. Diese ddNTPs besitn Gegensatz zu den dNTPs keine
3 Hydroxygruppe am Desoxyribosemolekiil, welchedigr Verlangerung der DNA-Kette durch
die DNA-Polymerase notwendig ist.

Wird nun anstelle eines dNTP ein ddNTP in die Keftegebaut, kann diese nicht weiter ver-
langert werden, es kommt zu einem so genannterekaibruch. Das Resultat ist, das DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lange entstehen, wadzeVerhaltnis zwischen beiden Nukleosid-
triphosphaten die Frequenz des Kettenabbruchsniesti So entstehen statistisch gesehen
Kettenabbriiche an jedem Nukleotid tber die ges&nastigmentlange, so dass eine nachfolgende

Basensequenzanalyse maoglich ist (Metzker 2005, S at@l. 1977).

Die SNuPe- Methode ist eine Form der Minisequenngr(Syvanen 1999), wobei im Unter-

schied zur Didesoxymethode nach Sanger ein spazsal genannter SNP-detection Primer (S-
Primer) verwendet wird, der so konstruiert ist, 3das sich exakt 1 Nukleotid vor dem
interessierenden Polymorphismus an die komplemenfiMA anlagert. Weiterhin sind im
Reaktionsgemisch nur fluoreszenzfarbstoffmarkiddeTPs enthalten, so dass der S-Primer um
exakt ein entsprechendes ddNTP verlangert wirdghesl mit dem MegaBACE 1000 nach ent-

sprechender Aufreinigung detektiert werden kann.

2.2.4.1.1 Durchfihrung der SNP-Diagnostik

Bevor die eigentliche SNP-Diagnostik beginnen kasing noch einige vorbereitende Schritte

notwendig, welche im Folgenden erlautert werden:
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2.2.4.1.2 Aufreinigung

Zunachst ist es notwendig, die PCR-Amplifikate auémigen, wobei im Rahmen dieser
Dissertation das ExoSAP-IT®-Reagenz (USB Corpomatidleveland, USA) zur Anwendung

kam. Dieses enthalt 2 hydrolytische Enzyme in eirspaziellen Puffer: Exonuclease | und
Shrimp Alkaline Phosphatase. Ersteres baut Ubriggmsme Primer sowie einzelstrangige DNA
ab, wahrend letzteres Uberschiissige dNTPs abbaokr&t wurden zu 5 pl des PCR-Produktes
2 ul ExoSAP-IT® Reagenz hinzupipettiert, wobei deeg Eis geschah, um einen Verlust der
Enzymaktivitat zu vermeiden. Im Anschluss wurdea Eroben kurz anzentrifugiert und in den
auf 96°C vorgeheizten Mastercycler gestellt, weedimkubation des Gemisches fir 15 Minuten
bei 37°C erfolgte.

Daraufhin wurden die Enzyme bei einer Temperatun 80°C fur einen Zeitraum von 15

Minuten inaktiviert. Der Ansatz zur Aufreinigung rdBCR sowie das dazugehorige Thermo-

cyclerprogramm sind in Tab. 6 und 7 dargestellt.

Tab. 6. Ansatz zur Aufreinigung des PCR-Produktes  Tab. 7. Thermocyclerprogramm der PCR-Aufreinigung

(rs266729 und rs17300539) (rs266729 und rs17300539)
Reagenz Menge in pl Schritt Temperatur in °C Zeit in Minuten
PCR-Produkt 5 Inkubation 37 15
Ex0SAP-IT® 2 Inaktivierung 80 15

2.2.4.1.3 SNuPe-Reaktion

Nach erfolgreicher Aufreinigung der PCR-Amplifikateonnte nun die SNuPe-Reaktion
durchgefuhrt werden, wobei im Rahmen dieser Diatert das MegaBACE™ SNuPe™ Geno-
typing-Kit der Firma Amersham Biosciences, NY, U3t Anwendung kam.

Hierzu wurden auf Trockeneis jeydt SNuPe-Premix, 20 S-Primer (1 pmolil) sowie 4ul auf-
gereinigte DNA in eine 96er Multiwellplate pipettie mit einer Folie verschlossen, kurz
anzentrifugiert und in den auf 96°C vorgeheizterstdecycler gestellt.

Im Premix sind bereits fluoreszenzfarbstoffmarldeddNTPs sowie eine DNA-Polymerase,
Magnesiumchlorid und eine Pufferloésung enthaltear BCR-Ansatz sowie das dazugehdrige

Thermocyclerprogramm sind in Tab. 8 und 9 dargkstel
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Tab. 8. 10 pl PCR-Ansatz fur die Minisequenzierungdes Tab. 9. SNuPe-Thermocycler-Programm (rs266729 und

rs266729 und rs17300539 rs17300539)
Reagenz Menge in pl Schritt Temptoeéatur in Sgliijtr:(rj]en
SNuPe-Premix 4 Denaturierung 96 10
S-Primer (1 pmoljll) 2 Annealing 55 05
PCR-Produkt (aufgereinigt) 4 Elongation 60 10

Anzahl der Zyklen: 25

2.2.4.1.4 Aufreinigung des SNuPe-Produktes

Analog zur Aufreinigung der PCR-Amplifikate ist esforderlich, die SNuPe-Produkte von
Uberschissigen ddNTPs, S-Primern, der Tag-Polymesasvie weiteren Unreinheiten zu
befreien. Diese Aufreinigung erfolgte mit dem AB&m96-Dye-Terminator-Clean-up-Kit
(Amersham Biosciences, NY, USA) durch Gelfiltratiddierbei ist in den Autoseq96 G-50
Platten bereits in jedem well eine Sephadex™ G-30le5 enthalten, was eine einfache

Handhabung ermdglicht. Die Durchfiihrung erfolgteméden Angaben des Herstellers.

2.2.4.1.5 SNP-Detektion

Fur die SNP-Detektierung wurden zu 5 ul des aufgiggien SNuPe-Produktes 5 pl Injection-
marker hinzupipettiert. Dieser wurde aus 497,50abing solution und 2,5 pl Injektion marker
(MegaBACE™-DYEnamic™-ET-Dye-Terminator-Kit, Amersha Biosciences, New York,
USA) hergestellt.

Im Anschluss daran konnte die SNP-Detektion mit ddegaBACE 1000 unter Verwendung
der SNP Profiler Version 1.0 Analysesoftware dueftigrt werden. Die SNP-Analyse beruht
auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese: dieldero werden hierbei elektrokinetisch in die
mit Polyacrylamid beschichteten Kapillaren injiziend anschlieRend entsprechend ihrer unter-
schiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten elektrogifszh aufgetrennt. Hierbei passieren
diese die Detektorregion, wo das Fluoreszien dbiTdR$ die Energie des Argonlasers absorbiert
und diese auf die 4 unterschiedlichen Farbstoffiiodée(R6G, R110, ROX, TAMRA) derselben
ddNTP Ubertragt, welche dann ihrerseits Licht emtspend ihrer charakteristischen Wellen-
lange emittieren. Der Injection marker gibt hierdem Softwareprogramm den Auswertungs-
bereich der Probe vor. So ist es moglich den Gegneityer Probe softwaregesteuert zu ermitteln.
Die folgende Abbildung (Abb. 5) zeigt ein SNP-Elelgherogramm am Bsp. des rs266729.
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Dargestellt sind der homozygote Mutant (GG), delo#yp (CC) sowie der heterozygote Mutant
(GC).

=07 Q Score; 9.9 SNPProfiler_JochenSNP25RUN0T 56329 Injection: 1 Type: GG Peak G: 609.0

A/ W AN

U 200 300 400 500 600 700 800 900
FDB Q Score 7 0 SNPProfiler_JochenSNP25Run01 56458 Injection: 1 Type: CC Peak C: 546.0

0 100 200 300
GO6 Q Score: 9.2 SNPProfiler_JochenSNP25Run01 56460 Injection; 1 Type GC Peak G: 597.0 Peak c: 5390

2N /\(\ J\

0(J 100 200 300

Abb. 5. SNP-Elektropherogramm am Bsp. des rs266729

Die Auswertung erfolgte unter Berlcksichtigung drsalitatsscores der Software von 2 unab-
hangigen Personen.

Des Weiteren erfolgte im Rahmen der Qualitatskdietreinmalig die Analyse der gesamten
Basensequenz unter Verwendung des High-Pure-PCau€tr@urification-Kits (Roche Diag-
nostics GmbH, Mannheim, D) sowie des MegaBACE ™-Dafaic ™-ET-Dye-Terminator-Kit
(Amersham Biosciences, NY, USA) unter Verwendung 8eftware MegaBACE Sequence
Analyzer Patch 2, Version 3.0 (Amersham LIFE Sageraeiburg, D), wobei im Rahmen dieser
Dissertation nach den Angaben der Hersteller vagggn wurde.

2.2.4.2 Real time PCR - TagMan®-Assay

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit kam zur Genotygrisng des rs16861194 in beiden Kohorten
die quantitative real-time-PCR zur Anwendung. Dietthode erlaubt die direkte Detektion des
PCR-Produktes wéhrend der exponentiellen PhaseRéaktion und kombiniert somit die
Amplifikation und Detektion in nur einem Schritt.eMvendet wurde das ABI PRISM HT
Sequenzdetektionssystem der Firma Applied Biosyst@oster City. CA, USA). Hier kénnen
die Proben in 384 well- Mikrotiterplatten prozessigerden, wodurch im Vergleich zum Mega-
BACE 1000 mit seinen 96 Kapillaren ein deutlich ég@r Probendurchsatz moglich ist.

Bei dem hier verwendeten TagMan®-Assay handdiasum ein homogenes PCR- Verfahren,
d.h. die aufwendigen vorbereitenden Schritte detialda in der Reaktionsmischung alle fur die
PCR notwendigen Komponenten enthalten sind. Einenesi Vorteil ist, dass die Reaktion im

Vergleich zur SNuPe- Methode in einem Reaktiosrigyedtattfindet, womit das Risiko einer
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Kontamination im Vergleich zu der bisher angeweedédtlethode deutlich geringer ist. Es er-
leichtert zudem die Laborarbeit in einem nicht tedtichen Umfang, da die aufwendigen
Schritte, welche nach der PCR anfallen (Aufreingguies PCR- Produktes, SNuPe- Reaktion,
Aufreinigung des SNuPe- Produktes und VorbereitdegProben zur SNP- Analyse) schlicht
und einfach entfallen. Im Folgenden folgt zum bemseVerstandnis eine Beschreibung des

TagMan-Prinzips.

2.2.4.2.1 Prinzip TagMan®-Assay

Bei diesem homogenen PCR-Verfahren wird die deR 8Mgebende Region (100-150 bp) in
Gegenwart zweier PCR-Primer amplifiziert. Des Weitekommen 2 spezielle TagMan-Sonden
zum Einsatz: hierbei handelt es sich um Oligonuaeo von denen eine perfekt komplementér
(.perfect match®) zur Wildtyp- Sequenz und die amdeerfekt komplementar zur SNP-
tragenden Sequenz ist. Diese Sonden sind am 5 Kkodealent an 2 unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe gebunden: VIC® [WT] und FAM[6-Carboxyfluorescein) [Mutant]]
und werden auch als Reporterfarbstoffe bezeicthmat.3” Ende befindet sich der so genannte
Quencher (TAMRA™), welcher bei intakten Sonden auwfig der raumlichen Nahe die Fluores-
zenz der Reporterfarbstoffe komplett absorbiert,dass diese nicht zu detektieren ist. Der
Primer lagert sich nach Denaturierung der DNA an #&@nzelstrang an (Annealing), wobei
dieser mithilfe der Tag-Polymerase komplementadiesem erganzt wird. Wenn sich nun auch
die Sonde im Sinne eines ,perfect match* an dieSgzelstrang angelagert hat, wird diese
aufgrund der 5° Exonukleaseaktivitat der Tag-Polase in Einzelnukleotide aufgespalten und
somit wird der Reporterfarbstoff vom Quencher geite Dies fuihrt dazu, dass letzterer nicht
mehr das Fluoreszenzsignal absorbieren kann, welulne detektierbar ist.

Dieses Prinzip ist in Abb. 6 zum besseren Versténaoch einmal graphisch dargestellt.
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Abb. 6. Funktionsprinzip des TagMan®-Assays

Es kann aber auch zu einem so genannten ,mismétainimen, d.h. die Sonden kénnen sich
aufgrund einer anderen Basenfolge nicht an denel&trang anlagern. In diesem Fall bleiben

die Sonden intakt und es lasst sich somit keinresmenzsignal detektieren.

Mit jedem Amplifikationszyklus steigt das Fluoresgeignal des Reporters entsprechend der
Akkumulation des PCR-Produktes an, wobei dieserti@gsmit dem ABI PRISM 7900
Sequenzdetektionssystem gemessen werden kann. breg moglich, den gesamten PCR-
Verlauf darzustellen und die Quantifizierung desdrészenssignals kann in den verschieden
Proben unabhangig von ihrer Ausgangskonzentratiogizem Zeitpunkt erfolgen, an dem sich
alle in der exponentiellen Phase der Amplifikati@iinden. Um den anschlieRenden Genotyp zu
berechnen, ist es hierbei wichtig, dass ein Platemiiglich der Fluoreszenssattigung erreicht

wird.
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Nach Abschluss der PCR wird in einem sogenannterstjfad“ der absolut fluoreszierende
Anteil der beiden Reporterfarbstoffe fur jede Prdimstimmt. Die Fluoreszensdaten wurden

mithilfe der Software SDS Version 2.3 prozessied als zweidimensionaler Plot dargestellt.

Die Grundlage flur diese automatische Allel-Disknmerung bilden hierbei 3 separate Kalkula-
tionen, wobei im ersten Schritt der Beitrag jede®feszenzfarbstoffes am gemessenen Fluores-
zensspektrum bestimmt wird. Im zweiten Schritt lgtfalann die Normierung der Fluoreszenz-
signale basierend auf den Signalen der KontroNeelche keine DNA enthielten (,no tem-
plate®). Hierbei erfolgt die Auswertung jeder Prdioe beide Allele. Im letzten Schritt werden
dann diese allelspezifischen Daten zur Abgrenzuogen-spezifischer Reaktionen verwendet,
so dass eine Diskriminierung der entsprechendemni@ean moglich ist (Livak 1999)

Die folgende Abbildung (Abb. 7) zeigt den zweidirsgmalen Diskriminierungsplot des
rs16861194:

Marker: [0 1146 =1 catt i1 | (= EuiicY =N
Allelic Discrimination Plot Legend

X Undetermined
* Allele X

* Allele ¥
| NTC

40

Allele ¥ (ADI_11426_Mu{G))

03 0g 13 18 23 8 32 38
Allele X (ADI_11426_WA(A)

Abb. 7. Zweidimensionaler Diskriminierungsplot desTagMan®- Genotypisierungsassays (rs16861194), Erkiégng im Text

Es ergeben sich somit 4 Punktwolken [Wildtyp (AApmozygoter Mutant (GG), heterozygoter
Mutant (AG), NTC (no template control)]. Liegt nuneiner Probe eine Wildtyp-DNA vor, wird

nur die Fluoreszenz der VIC-Sonde entlang der Xsi&cHetektiert, wahrend beim Vorliegen
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einer DNA-Probe, welche nur das variante Allel (Ggithalt, nur die Fluoreszenz der FAM-
Sonde entlang der Y-Achse detektiert wird. Liegh mine DNA-Probe von einem heterozygoten
Mutanten vor, binden beide Sonden und die entspresmiden Datenpunkte sind somit auf der

resultierenden Winkelhalbierenden lokalisiert.

2.2.4.2.2 Durchfuhrung der TagMan- Genotypisierung

Es wurde zunéchst ein 4 pl Mix-Ansatz, bestehersddam TagMan®-Universal-PCR-Master-
Mix, Primer forward, Primer reverse, Sonde VIC®n8e FAM™ sowie DNAse/RNAse freies
Wasser angefertigt. Hierbei enthalt der TagMan®vdrsal-PCR-Master-Mix, mit Ausnahme
der Primer und Sonden, alle fir den Assay erfoictesh Komponenten.

In eine 384-wellplate wurden je 1 pl DNA vorpipettj daraufhin erfolgte die Zugabe von je 4
pl des hergestellten Mixansatzes sowie der Versshtler Platte mit einer speziellen optisch
durchlassigen Folie. Nach einer kurzen Anzentrifiogakonnte nun die Platte in den ABI
PRISM 7900 HT gestellt und die PCR gestartet werd#r PCR- Ansatz sowie das dazu-
gehdrige Thermozyklerprogramm sind Tab. 10 undulérenehmen.

Vor dem Start der eigentlichen PCR war noch einenirfiitige Inkubationszeit zur Aktivierung
der im PCR-Universal-Mastermix enthaltenden Am@EgIGold™-Polymerase notwendig.
Dieses Enzym liegt primér aufgrund eines gebundéxaikorpers in inaktiver Form vor und
wird erst nach abdissoziieren dieses AntikorpersSimne eines automatischen ,Hot starts®
aktiviert. Dies hat den Vorteil, dass die Anfordegan an das Primer- Design etwas geringer

sind, da Primer- Dimere ein geringeres Problemteides (Livak 1999).

Tab. 10. 5 pl PCR-Ansatz zur Amplifizierung des Tab. 11. Thermozyklerprogramm zur SNP-Diagnostik de rs16861194
rs16861194

Reagenz Menge in pl Schritt Temp?(r:atur n Sezlflljtnltrj]en

DNA (ca. 2 ngil) 1,0 Aktivierung der Tag- 95 10 min
Polymerase

Universal PCR Mastermix 2,5 Denaturierung 92 15

Primer forward (10 pmol) 0,45 Annealing und 60 60
Elongation

Primer reverse (10 pmol) 0,45 Anzahl der Zyklen: 45

Sonde VIC® (10 pumol) 0,1

Sonde FAM™ (10 umol) 0,1

DNAse/RNAse freies Wasser 0,85
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Nach Abschluss der PCR wurde der bereits erwahmggdad zur finalen Detektion der Fluores-

zenzsignale vorgenommen, aus dem dann der beaegsstellte Diskriminierungsplot errechnet

werden konnte.

Im Rahmen der Qualitatskontrolle wurden negativatkallen eingesetzt. Diese enthielten an-

stelle von DNA Reinstwasser und wurden auf jeddr®8lIplate mitgefuhrt.

2.3 Material

2.3.1 Biochemikalien

DNA-Leiter 100 bp, 25 bp
DNA 6x loading-dye-solution
dNTP

EX0SAP-IT®

MegaBACE™ SNuPe™
Multiple injection marker
PCR-Puffer (-MgGJ) 10 x

Tag-Polymerase

2.3.2 Chemikalien

Agarose
Ammoniumacetat
Ethanol (95%ig ;70%ig)
Ethidiumbromid
Magnesiumchlorid
TAE-Puffer (50x)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Ethylendiamintetraessigsaure

Essigsaure (Eisessig)

2.3.3 Verbrauchsmaterial

ABI PRISM™ Optical Adhesive Cover
Accu-Check® Dextro® O.G.-T.
Adhesive Seal Applicator

MBI Fermentas, St. Ldwot, D

MBI Fermentas, StobeRot, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

USB Corporation, Cleveland, USA

Amersham Bioscienchy,, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

BioWhittaker, Rockland, USA
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Saint Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D
2mol/l Tris-Acetat, 0,5 moEDTA
(pH=8)
Merck, Darmsidolt
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

ABI, Foster GitgA, USA
La Roche AG, Grenratahlen, D
ABI, Foster City, CASH
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Biosphere® Filterspitzen (10ul, 100 ul)
Combitips plus (0,1 ml)

DNAse/RNase-Free-Deionized water

Eppendorf Tubes (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Microseal F Sealing Foil

Multiply® Deckelkette fur 0,2 ml-Kette
Multiply® pStrip 0,2 ml-Kette
Multiwellplate 96er, PCR-Platte
384-well Clear Optical Reaction Plates

Pipettenspitzen; Rundbodentubes (13 ml)

2.3.4 Kits und Assays zur Genotypisierung

AGOWA® mag Maxi DNA Isolation Kit
AutoSeq96-Dye-Terminator-Clean-up-Kit
High-Pure-PCR-Product-Purification-Kit
MegaBACE™-DYEnamic™-ET-Dye-
Terminator-Kit

MegaBACE™ SNuPe™ Genotyping-Kit
TagMan® Universal PCR Master Mix

2.3.5 Laborparameter

ABX Pentra Cholesterol CP
ABX Pentra HDL Direct CP
ABX Pentra Triglycerides CP
Adiponectin RIA

Human Adiponectin ELISA
CentAK® anti-GAD65
CentAK® anti-1A2
HbAlc-Enzym-Immunoassay
HbAlc-HPLC

Human Insulin-ELISA

Sarstélltmbrecht, D
Eppendorf, Hamburg, D

MP, Biomedidalks,, Aurora,

Ohio, USA

Eppendsidmburg, D
Biozym Scientific GmbH,

H. Oldendorf, D

Sarstedtiidbrecht, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Greiner bio-onmkH, Frickenhausen, D

ABI, Fogidy, CA, USA
Sardieghbrecht, D

AGOWA GmbH, Ber, D

Amershamdgiences, NY, USA

Roche Diagtics GmbH, Mannheim, D

Amersham Biosciendé¥, USA

Amersham BioscandyY, USA

ABI, Foster CiGA, USA

ABX Diagnostics, Badthire, UK
ABX Diagnostics, Bedfishire, UK

ABX Diagnostics, @imgen, D

Linco Research, St. CharlespAUS

Biovendor, Nashville, NS

Medipan Diagnostica, Selchdw,
Medipan Diagnostica, Selchdw,

DAKO Diagnostica, Hambilrg

Menari Dignostics, Neul3, D

Mercodia AB, Uppsala, Schwed
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2.3.6 Geréate zur Phanotypisierung

GBM Anthropometer

Personenwaage Typ 7720/23;

Typ S10_2720

Blutdruckmessgerat BOSO.Oscillomat®
Blutdruckmessgeréat Typ HEM 705 CPN

2.3.7 Primer und Sonden

Primer
Sonden

Primer-Sonden-Mix

Primer- und Sondensequenzen

Tab. 12. Primersequenzen des rs266729 sowie des/310539 (5'to 3°)

Silber & Hegner, Zirich, Sehav
Soehnle, Murrhaelifdzhland

Bosch & Salhmgingen, Deutschland
Omron, Kygdtpan

Invitrogen, Karlsruhe, D
ABI, Foster City, CA, USA
ABI, Foster City, CA, USA

Primer up GTC TTG TTG AAG TTG GTG CTG G
(10 pmolfu)

Primer low ATA GAG CAC ATC CTC CAC TCT CTG
(10 pmolfu)

S-Primer 15266729 - AT GTT TTG TTT TTG AAG

(1 pmolful)

S-Primer 1517300539 5 A o ToT GTG GCT TGC AAG AAC C
(1 pmolful)

Tab. 13. Primer- und Sondensequenzen des rs1686419

forward primer

(10 pmol)

reverse primer

(10 umol)

Sonde VIC® (WT)
(10 umol)

Sonde FAM™ (Mu)
(10 pmol)

CTG ATG AAT TAA ACT ACG

CTG ATG AAT TAAATT ACG

GGC ATCCTAAGCCCTTGCT

GGT TCT TGC AAG CCA CAC ATT

2.3.8 Laborgerate

ABI PRISM 7900 HT
COBAS MIRA
Gelelektrophoresekammer

ABI, Foster City, CA, USA
Roche Diagnostics, Mannheim, D

Serva EectrophoresisHzmb
Heidelberg, D
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Gel Imager Fuijifilm LAS-100 CH
Gelkammer Blue marine sowie
Gelkdmme

Heizplatte RET basic

Magnetseparator AGOWA® sep 9600
Mastercycler, Mastercycler Gradient
Multipette 4780

Multifuge 3 SR

Pipetten (diverse)

Pipettierroboter

Sequencer MegaBACE 1000

~Super GL"

Vortex VF 2

Waage LP 5200 P
Zentrifuge 5415 C

2.3.9 Software
AIDA 2.11

Image Reader LAS-1000 Pro V2.1

MegaBACE Sequence Analyzer Patch 2,

Version 3.0

MegaBACE SNP profiler Version 1.0
SDS 2.3

SPSS 16.0 und 18.0

Primer Express 2.0

QUANTO Version 1.2.4

Vector NTI

Fuji Foto Film Cd.td., Tokio, Japan
Serva Electrophsr@snbH,
Heidelberg, D
IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, D
Agowa GmbH, Bebin
Eppendorfndarg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Heraeus, Berlin, D
Eppendorf, Hamburg, D
Personal Lab, Fa. Adaltiesjldtrg,D
Amersham Life Scienaabérg, D
Dr. Muller, Geratebau GmbH, Freital
IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, D
Sartorius, Gottingen, D

Eppendorf, Hamburg, D

Raytest, Isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt, D
Fuji Photo Film,Ctd., Tokio, Japan
Amersham kift&énce, Freiburg, D

Amersham LIFkesce, Freiburg, D
ABI, Foster City, CA, USA
Chicago, USA
ABI, Foster City, CA, USA
(Gaudermann et al. 2006,
http://hydra.usc.edu/gxe)
Infor Max, Oxford, UK
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2.4 Analysen

2.4.1 Test Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE)

Das Hardy-Weinberg-Gesetz besagt, dass sowohl Hiet- Als auch die Genotypfrequenzen

innerhalb einer Population Uber Generationen hinkegstant bleiben, wenn folgende Be-

dingungen erflllt sind: hinreichend grof3e Poputatinufallige Partnerwahl innerhalb dieser

Population (Panmixie), fehlendes Auftreten von Motgn, natirliche Selektion sowie fehlende
Migration (Wigginton et al. 2005).

Fur einen Polymorphismus, welcher einen biallekscMarker darstellt, sei p die Frequenz des
A-Allels und q die Frequenz des a-Allels. Somit plgende Gleichung: p(A) + gq(a) = 1.

Unter der Voraussetzung der Panmixie betragt damwhrscheinlichkeit, homozygot fur das

Allel A zu sein B, homozygot fir das Allel a zu seifi sowie die Wahrscheinlichkeit hetero-

zygot (Aa) zu sein 2pqg. Diese Beziehung zwischdalAlind Genotypfrequenzen wird durch die

Hardy-Weinberg-Gleichung dargestellt (Rodriguealef009):

pPP+2pg+4= (p+af=1

Abweichungen vom HWE kénnen auf Populationsstiattionen [z.B. verursacht durch Inzucht
oder Unterschiede im genetischen Background] (Sckaial. 1999) sowie Genotypisierungs-
fehler zuriickzufuhren sein (Wigginton et al. 2005).

Auf der anderen Seite jedoch kann eine Abweichuoign HWE in der Fallgruppe auch ein

Hinweis flr eine bestehende Assoziation sein (Wit et al. 2005).

Im Rahmen dieser Dissertation erfolgte die Ubdtmg der Giiltigkeit des Hardy-Weinberg-
Gesetzes mithilfe einer frei verfigbaren Softwatdgtp(//www.oege.org/software/hwe-mr-
calc.shtml). Hierbei wurde ein Signifikanzniveaunvé% bei einem Freiheitsgrad von 1
angenommen, wobei die Annahme der Nullhypothese d@em (p)chi2 < 3,84 erfolgte
(Rodriguez et al. 2009).

Des Weiteren wurden zum Vergleich der im RahmersatdidDissertation ermittelten Allel-
frequenzen die Daten der im Rahmen des interndéiondapMap-Projektes verdéffentlichten

Allelfrequenzen als Referenzquelle herangezogen.
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2.4.2 Powerkalkulation

Die Power ist ein Mal3 fur die statistische Aussagitkeines Tests. Mithilfe der Power-
kalkulation besteht die Madoglichkeit die GroRRe deffeldes zu erfassen, der mit einer
vorgegebenen Wahrscheinlichkeit in einer Studidngawiesen werden kann (Markel 1991).

Im Rahmen dieser Dissertation erfolgte die Powé&tkdation mithilfe des Computer-
programmes ,QUANTO" Version 1.2.4 fir Windows (Gawuchannn et al. 2006,
http://hydra.usc.edu/gxe). Hierbei wurde eine Powar 80% sowie ein zweiseitigerFehler
von 5% angenommen.

Die Kalkulation erfolgte fur den rs266729 sowie #3Q0539 ausschliel3lich im dominanten
Modell, um eine Fehleinschatzung, bedingt durchnikelrige Frequenz der homozygoten Mu-
tanten, zu vermeiden.

Die folgende Tabelle (Tab. 14) gibt einen Uberblicker die abhangigen Faktoren in den
jeweiligen Kohorten fir den Endpunkt T2D.

Tab. 14. Variierende Parameter der Powerkalkulationfiir den Endpunkt T2D in der EPIC-Potsdam und MeSyBePo-Kohorte.

Kohorte Endpunkf Kontroll' | Fal’ | Kontrollen | Risiko in der Bevélkerung (%4)
(n) (n) pro Fall | (King et al. 1998)

EPIC-Potsdam T2D 376 187 0,50 6,00

MeSy-BePo T2D 1160 334 3,47 6,00

* 1: normale Glukosetoleranz (NG, Typ 2 Diabetes mellitus (T2D),
Angabe der Werte als n (absolute Fallzahl) bzwélatives Risiko)

2.4.3 Datenanalyse SPSS

Die Analyse der Daten erfolgte mithilfe des Stétsiftwareprogramms SPSS fir Windows,
Version 16.0 und 18.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Zur Charakterisierung der Studienkohorten wurdenkdintinuierlichen Variablen zunachst mit
dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilungpgét. Nicht normalverteilte Parameter
wurden logarithmiert und anschlielRend erneut himibah ihrer Verteilung getestet.

Daraufhin erfolgten Mittelwertsvergleiche normabedter Parameter mittels t-Test bzw. flr
nach Logarithmierung normalverteilter Parametettatsteinfaktorieller ANOVA, um bei 2 zu
vergleichenden Stichproben auf signifikante Unteiesie zwischen den Gruppen zu testen.
Analog kam bei nicht normalverteilten Variablen déann-Whitney-U-Test zur Anwendung.
Kategoriale Parameter wurden mit dem Chi-Quadrat-fiach Pearson bzw. mit dem exakten

Test nach Fisher auf signifikante Unterschiedegjete
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Die Berechnungen erfolgten bei allen 3 Promotonpalgphismen ausschliel3lich im dominanten
Modell, um eine statistische Fehleinschéatzung, rggidilurch die niedrige Frequenz der homo-
zygoten Mutanten, zu vermeiden.

Bei Nachweis eines Effektes erfolgten fur kontimicbe Variablen lineare multivariate Re-
gressionsanalysen, um fur Confounder (Alter, BMésGhlecht) zu adjustieren.

Im Rahmen der MeSy-BePo-Kohorte erfolgte die Amalger Assoziation des Genotyps mit den
zirkulierenden Adiponectinspiegel nur bei Probandegiche keinen inzidenten T2D aufwiesen,
um einen moglichen Einfluss sowohl durch die Erktarg selbst, als auch durch eine anti-
diabetische Medikation ausschlie3en zu kdnnen.

Im Falle einer signifikanten Assoziation der Polyptasmen mit den zirkulierenden Adipo-
nectinspiegeln erfolgte die Berechnung des prozdetuAnteils an der Variabilitat der Spiegel
im multivariaten linearen Regressionsmodell mitusdierung fir Alter, Geschlecht und BMI.
Die Analyse kategorialer Daten erfolgte unter Andiemg multivariater logistischer Re-
gressionsanalysen, um analog fur Confounder (ABY, Geschlecht) zu adjustieren.
Erganzend erfolgte mithilfe der im OGTT gewonnematen in der MeSy-BePo-Kohorte die
Entwicklung von 2 Modellen, um auf eine Assoziatier Genotypen unter Einbeziehung der
Vorstufen des T2D zu testen. Weiterhin erfolgte dBerechnung von Indizes des
Glukosemetabolismus, wobei hier wiederum Probanué&neinem pravalenten T2D aus der
Analyse ausgeschlossen wurden, um eine Verfalscli@sgErgebnisses, bedingt durch das
Vorliegen der Erkrankung, zu vermeiden. Ein zweiges Wahrscheinlichkeitsniveau von p <
0,05 in Verbindung mit einer Korrektur nach Bonéeir wurde als statistisch signifikant
angenommen, so dass bei 2 primaren Endpunkten ¢Adqtin-Spiegel und Diabetes mellitus
Typ 2) und 3 untersuchten Polymorphismen der kiemtig p-Wert bei g, = 0,05/6 = 0,008 lag.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse der Powerkalkulation

Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse der &dalkulation in graphischer (Abb. 8) und
tabellarischer (Tab. 15) Form fur den rs266729 sawi 7300539 sowohl in der EPIC-Potsdam-
Kohorte, als auch in der MeSy-BePo-Kohorte fur 8adpunkt T2D (dominantes Modell). Auf
eine Darstellung des rs16861194 wurde aufgrundiditerl Allelfrequenzen im Vergleich zum
rs17300539 aus Griinden der Ubersichtlichkeit immRahdieser Dissertation verzichtet.

1600 .
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S 2 1000 " .
25 .
o = 800 X
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L g 600 ¢
(TR <) X .
28 400 . 4 $ = X
T8 X & 1 X x
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16 1,8 2
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* 1s266729/Mesy rs17300539/Mesy rs266729/EPICk rs17300539/EPIC

Abb. 8. graphische Darstellung der Ergebnisse der d®verkalkulation fir den Endpunkt T2D in der EPIC-Potsdam und MeSy-BePo-
Kohorte fiir den rs266729 und rs1730053@Erklarung im Text)

Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der notwendigéitie=ur eine veranschlagte Power von 0.8,
welche erforderlich sind, um einen mdglichen Effekt detektieren, wobei die Grol3e dieses
Effektes auf der X-Achse dargestellt ist. Die Pdwakulation erfolgte im dominanten Modell

unter Annahme eines zweiseitigetf-ehlers von 0,05.

Tab. 15. Ergebnisse der Powerkalkulation fir den Edpunkt T2D in der EPIC-Potsdam- und MeSy-BePo-Kohote fir den rs266729 und
rs17300539

rs17300539

EPIC-Potsdam
unteres abschéatzbares Risiko ,60 0,71 0,42 0,6
oberes abschatzbares Risiko 1,67 1,39 1,95 1,54

* 1 Angabe der Werte als Odds Ratio, Erklarung im Text
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Es wird ersichtlich, das fir den rs266729 in del&Potsdam-Kohorte bzw. MeSy-BePo-
Kohorte ein bestehender Effekt oberhalb einer OR®60 bzw. 0,71 sowie unterhalb einer OR
von 1,67 bzw. 1,39 nur mit einer Wahrscheinlichkeih unter 80% zu detektieren war.

Ein Effekt des rs17300539 war in der EPIC-Potsdashdtte oberhalb einer OR von 0,42 und
unterhalb einer OR von 1,95 ebenfalls nur mit eMhrscheinlichkeit unter 80% zu eruieren.
In der MeSy-BePo-Kohorte betrug das OR- Intervedt B,62-1,54.

3.2 Charakterisierung der EPIC Potsdam-Kohorte

Zum Zeitpunkt dieser Dissertation befanden sich P8@banden mit einem inzidenten T2D
sowie 376 Kontrollen, gematcht nach Alter und Géssatit, in der prospektiv eingebetteten

Fall-Kontroll-Studie. Die folgende Tabelle (Tab.)1gibt einen Uberblick tiber ausgewéhlte
klinische und metabolische Charakteristika der Bnolen in Abh&ngigkeit vom Vorhandensein

bzw. Fehlen eines inzidenten T2D.

Tab. 16. Charakterisierung der Studienkohorte EPICPotsdam stratifiziert nach Fall/Kontroll

Parameter T2D' (n=187)  Kontrollen? (n=376) p-Wert
Alter (Jahre) 55,6 + 6,7 55,6 + 6,7 matching
Geschlecht (ma/w) 110/77 221/155 matching
BMI (kg/m?) 30,7+3,8 26,7+ 3,5 < 0,0001
WHR 0,94 + 0,09 0,89 + 0,09 < 0,0001
Adiponectin (ug/ml) 5,96 + 3,50 7,95+ 4,58 < 0,000
HbA1c (%) 6,4+22 4,7+0,7 < 0,0001
Gesamtcholesterin (mmol/l) 4,82 +0,89 4,90 £ 0,90 0,321
HDL (mmol/l) 0,90 + 0,23 1,06 + 0,27 < 0,0001
LDL (mmol/l) 3,14+ 0,75 3,33+ 0,92 0,388
TG (mmol/l) 2,41 +1,93 1,26 + 0,87 < 0,0001
Alkoholkonsum (g/d) 8,5+28,3 16,1+ 16,5 0,456
Sport (h/Woche) 05+1,1 09+1,6 0,007
Blutdruck diastolisch (mmHg) 90,3+11,4 84,9 £30, <0,001
Blutdruck systolisch (mmHg) 144,3+21,0 132,6 £17,1 <0,001
Rauchen aktuell (n/%) 36 (19,3%) 79 (21,0%) 0,626

* 1 =inzidenter T2D2 = NGT

Angabe der Werte in Mittelwert + Standardabweichbrg. n (absolute Fallzahl) in % (relative Fall2ahl

Die Berechnung kontinuierlicher Parameter erfofgtedem t-Test fur normalverteilte Parameter bzuthitfe der einfaktoriellen Anova fur
nach Logarithmierung normalverteilter Parametee Bérechnung nicht normal verteilter kontinuieréicfParameter erfolgte mit dem Mann-
Whitney-U-Test. Die Berechnung kategorialer Parametfolgte mit dem chi2-Test.

Es wird ersichtlich, dass die Typ-2-Diabetiker #iggant hohere Werte fir die anthropo-
metrischen Parameter (BMI, WHR) sowie hohere sigstioé und diastolische Blutdruckwerte

aufwiesen. Ebenfalls fanden sich erhéhte Triglyt&piegel sowie ein erniedrigtes HDL.
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Des Weiteren zeigte sich, dass die Adiponectingbisgwie die sportliche Aktivitat in der
Kontrollgruppe signifikant erhoht waren.

3.2.1 Haufigkeitsverteilung der Promotorpolymorphisnen im AdipoQ-Gen in der EPIC-

Potsdam- Kohorte

Die Genotypfrequenzen fur diese 3 Promotorpolymisipkn befanden sich in der Fallgruppe
im Hardy-Weinberg-Equilibrium [(p)chiz rs266726 508; (p)chi? rs17300539 = 0,88; (p)chi?
rs16861194 = 0,8]. In der Kontrollgruppe ergab sahe Abweichung von dieser Gesetz-
mafigkeit fir den rs266726 [(p)chi?z = 4,07], niggdoch fur den rs17300539 [(p)chi? = 0,88]
und den rs16861194 [(p)chiz = 2,52]. Die Annahme Nellhypothese erfolgte bei einem

[(p)chi2 < 3,84].

Zur besseren Ubersicht folgt eine Darstellung deenddypfrequenzen fur die 3

Promotorpolymorphismen in tabellarischer sowie grsgher Form (Abb. 9).

rs266729 Haufigkeit rs17300539 | Haufigkeit rs16861194 | Haufigkeit

n (%) n (%) n (%)

20129 o145 70035

Angabe der Werte in n (absolute Fallzahl) bzwrétative Fallzahl).

Gesamt 563 (100,0) 563 (100,0) 563 (100,0)

rs266729 rs17300539 rs16661194

oo
Oca
[ ¥

Abb. 9. Tabellarische und graphische Darstellung deGenotypfrequenzen der 3 Promotorpolymorphismen inder EPIC-Potsdam-
Gesamtkohorte.
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3.2.2 Klinische Charakteristika der 3 Promotorpolynorphismen im dominanten Modell

Anschliel3end wurde untersucht, ob sich die klirescluind metabolischen Charakteristika der
Probanden in Abh&ngigkeit vom Genotyp unterscheiddierbei wurde fur alle 3 Einzel-
nukleotidpolymorphismen das dominante Modell getyalnn Verfalschungen, bedingt durch
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die niedrige Frequenz der homozygoten Mutantewermeiden. Konkret bedeutet dies, dass der
homozygote Wildtyp dem heterozygoten und homozygdeitanten gegenubergestellt wurde.
Ein Uberblick tiber die Charakteristika in Abhangigkvom Genotyp fir den rs266729 findet
sich in der folgenden Tabelle (Tab. 17):

Tab. 17. Vergleich von klinischen und metabolischelCharakteristika des Promotorpolymorphismus rs26679 in der EPIC-Potsdam-
Gesamtkohorte

Parameter CcC GC/GG p-Wert
Alter (Jahre) 55,6 £ 6,7 55,7+ 6,8 0,803
Geschlecht (ma/w) 178/130 153/102 0,596
BMI (kg/m?) 28,1+4.4 28,0+45 0,731
WHR 0,91+0,10 0,91 +£0,09 0,871
Adiponectin (pg/ml) 7,74 + 4,45 6,76 + 4,18 0,008
HbAlc (%) 54+17 52+1,5 0,196
Gesamtcholesterin (mmol/l) 4,88 +£ 0,89 4,86 £ 0,92 0,659
HDL (mmol/l) 1,02 £ 0,27 1,00 £ 0,27 0,861
LDL (mmol/l) 3,27 £ 0,93 3,31+£0,83 0,830
TG (mmol/l) 1,44 £1,06 1,61+1,49 0,509
Sport (h/Woche) 0,815 0,7+£15 0,412
Alkoholkonsum (g/d) 175+22,1 16,2+ 19,9 0,242
Blutdruck diastolisch (mmHg) 86,8 + 10,7 86,7+11,4 0,881
Blutdruck systolisch (mmHQ) 136,5+ 18,4 136,5 + 20,3 0,981
Rauchen aktuell (n/%) 63 (20,5%) 52 (20,4%) 0,985

Angabe der Werte in Mittelwert + Standardabweichbrg. n (absolute Fallzahl) in % (relative Fall2ahl

Die Berechnung kontinuierlicher Parameter erfofgtedem t-Test fiir normalverteilte Parameter bzithitfe der einfaktoriellen Anova fiir
Logarithmierung normalverteilter Parameter. Diedgtinung nicht normal verteilter kontinuierlicherdaeter erfolgte mit dem Mann-
Whitney-U-Test. Die Berechnung kategorialer Parametfolgte mit dem chi2-Test. Alle Berechnungeiolgten im dominanten Modell.

Es wird ersichtlich, dass Trager des Wildtyps (@@ Mergleich mit Probanden, welche hetero-
bzw. homozygot (CG/GG) fir das variante Allel warkdhere zirkulierende Adiponectinspiegel
aufwiesen.

Die ubrigen Charakteristika unterschieden sich tvebsentlich in Abhangigkeit vom Genotyp.
Bei den Promotorpolymorphismen rs17300539 und 81684 ergaben sich bis auf die
zirkulierenden Adiponectinspiegel ebenfalls keieéevanten Unterschiede, so dass an dieser
Stelle auf eine ausfihrliche Darstellung verzichétd und nun zur besseren Ubersicht eine
Darstellung der Assoziationen der 3 Promotorpolyh@men mit den zirkulierenden
Adiponectinspiegeln (dominantes Modell) in tabedener (Tab. 18) sowie graphischer (Abb.
10) Form folgt:



Ergebnisse 54

Tab. 18. Assoziation der Promotorpolymorphismen miden zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegel in deePIC-Potsdam-

Gesamtkohorte
Einzelnukleotidpolymorphismus Ohne Adjustierung justierung far BMI
rs266729 (n)
Adiponectinspiegel CC (308) 7,74 £ 0,247 7,75 #402,2
Adiponectinspiegel CG/GG (255) 6,76 £ 0,271 6,793,266
p-Wert 0,008 0,005
rs17300539 (n)
Adiponectinspiegel GG (479) 7,09 £ 0,198 7,10 19@,1
Adiponectinspiegel AG/AA (82) 8,57 +0,478 8,52 410
p-Wert 0,004 0,005
rs16861194 (n)
Adiponectinspiegel AA (482) 7,41+ 0,198 7,41 +IM1
Adiponectinspiegel GA/GG (81) 6,57 £0,483 6,584
p-Wert 0,109 0,107

Angabe der Werte in Mittelwert + Standardfehler bawabsolute Fallzahl).
Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleu#nwendung der linearen Regression ohne und djitsdierung fir den BMI

rs266729 rs17300539 rsl6861194
10,00 10,00 x 10,00
y:] 8,00 g 8,00 g 8,00
*T or 2F so0] 2E 600
£2 e, % ool
S 400 5.3 4,00 ch- 400
< 20 T 200 2,001
0,00 0,00 0,00
co CoO0 lce] GAIAA A AGIGG
*p = 0,005

Abb. 10. Graphische Darstellung der Assoziation derirkulierenden Adiponectinspiegel mit den 3 Promadrpolymorphismen in der

EPIC-Potsdam-Gesamtkohorte
Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleudtnwendung der linearen Regression mit Adjustigriiir den BMI

Es zeigte sich eine signifikante Assoziation dedyrmorphismus rs17300539 mit den
zirkulierenden Adiponectinspiegeln, wobei sich daignifikanzniveau nach entsprechender
Adjustierung nur geringfligig &nderte. Hinsichtlidés rs266729 wiesen Trager des WT (CC) im
Vergleich zum hetero-/homozygoten (CG, GG) Mutantenbhere zirkulierende
Plasmaadiponectinspiegel auf, wobei hier anzumerkast, dass sich der
Promotorpolymorphismus rs266729 nicht im HWE befanth Bezug auf den

Promotorpolymorphismus rs16861194 liel3 sich keiago&iation nachweisen.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Promoyonpophismus rs17300539 mit den
zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegeln assozigttstellte sich nun die Frage, welchen

prozentualen Anteil dieser an der Variabilitat BEasmaadiponectinspiegel hat (Tab. 19):

Tab. 19. Anteil des rs17300539 an der genetisch¥ariabilitat der zirkulierenden Plasmaadiponectinspegel

SNP Standardisiertes 3  Partielle Korrelation ~ Stdades 3 x partielle Korr. x 100 (%)  p-Wert

rs17300539 - 0,115 - 0,118 1,36 0,005
Die Berechnung erfolgtte im dominanten Modell uftawvendung der linearen Regression mit Adjustierfimgien BMI.

Es zeigte sich, dass die Variabilitdt des zirkelreten Plasmaadiponectinspiegels zu 1,36%

durch den Promotorpolymorphismus rs17300539 bestiwvird.

3.2.3 Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen mitlem Diabetes mellitus Typ 2

Interessant war nun die Frage, ob die 3 Promotgnpaiphismen im AdipoQ- Gen mit dem
inzidenten T2D assoziiert sind. Ein Uberblick Ul Ergebnisse findet sich in der folgenden
Abbildung (Abb. 11):

SNP nc(:o/co) CnG(/O%G p-Wert Die Berechnungen erfolgten im
Fall* 102 (54,5) 85 (45,5) dominanten Modell unter Anwendung
s266729 I ontrol? | 206 (54,8)| 170 (45,2)| +°°° -
ontro (54.8) (45.2) des exakten Test nach Fisher (oberer
SNP GG (%) | GA/AA (%) | p-Wert _ _
Fall’ 163 (84,1)| 24 (15,9) Teil der Abbildung)
rs17300534 5 0,448
Kontroll 316 (84,5) 58 (15,5) sowie im logistischen
SNP AA (%) | AGIGG (%) | p-Wert _ o
1686110, Fallt 164877 23123 | . Regressionsmodell mit Adjustierung
Kontroll® | 318 (84,6)| 58(154) | fiir den BMI (unterer Teil der
* 1 =inzidenter T2D2 = NGT
Angabe der Werte als n (absolute Fallzahl) bzwrétaijve Fallzahl) Abbi|dung)

Die Berechnung erfolgte unter Verwendung des exakest nach Fisher

SNP OR 95%-Konfidenzintervall
rs266729 1,055 0,713 -1,560
rs17300539 0,830 0,473 - 1,456
rs16861194 0,735 0,415 -1,301

Angabe der Werte als OR (odds ratio) bzw. 95%- itamizintervall
Die Berechnung erfolgte im logistischen Regressiadell mit Adjustierung fur
den BMI.

Abb. 11. Assoziation der 3 Promotorpolymorphismemit dem T2D stratifiziert nach Fall/Kontroll in de r EPIC-Potsdam-Gesamt-
kohorte.
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Es wird ersichtlich, dass sowohl vor als auch nadfustierung flr den BMI keine Assoziation
zwischen dem Genotyp der 3 Promotorpolymorhismehdem inzidenten T2D bestand, wobei

hier wiederum anzumerken ist, dass sich der rs 2&6icht im HWE befand.

3.3 Charakterisierung der MeSy-BePo-Gesamtkohorte

In der fortlaufenden Querschnittsstudie MeSy-BeRoew zum Zeitpunkt der Dissertation 2031
Probanden in die Studie eingeschlossen. Hierumtedein sich 1160 (56,3%) Probanden mit
einer normoglykdmischen Stoffwechsellage sowie @®42%) Patienten mit einem gesicherten
T2D. Weitere 537 Probanden wiesen einen gestorteikoS&emetabolismus auf, wobei 147

(7,1%) Probanden eine gesttrte Nuchternglukose)(IE@b (14,3%) Studienteilnehmer eine ge-
storte Glukosetoleranz (IGT) sowie 95 (4,6%) Pra@ansowohl eine gestdrte Nuchternglukose

als auch eine gestorte Glukosetoleranz (IFG+IGTWiagen (Abb. 12):

Haufigkeit n (%) 50
NGT 1160 (56,3) — 50—
=
IFG 147 (7,1) — 407
=
IGT 295 (14,3) m 20T
[=] -
IFG + IGT 95 (4,6) o
T2D 334 (16.2) 107
0
Gesamt 2031 (100) NéT | IGIT | TEID
IFG IFGHIGT

* NGT: normale GlukosetoleranisG: gestorte

NuchternglukosdGT : gestdrte GlukosetoleranEG Diabetes nach OGTT
+ IGT: gestorte Nuchternglukose + gestorte

GlukosetoleranZT2D: Typ 2 Diabetes mellitus

Angabe der Werte als n (absolute Fallzahl) bzw. %

(relative Fallzahl)

Abb. 12. Charakterisierung der MeSy-BePo-Gesamtkohte (n=2031) in Abh&angigkeit von der glykAmischen ®ffwechsellage, basierend
auf den Daten des OGTT

Im Folgenden wird analog zum EPIC-Kollektiv eine atdikterisierung der Probanden in
Abhangigkeit vom Vorhandensein/Fehlen eines prénete T2D vorgenommen, wobei die
folgende Tabelle (Tab. 20) einen Uberblick (bergaugihite klinische und metabolische
Charakteristika gibt:
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Tab. 20. Charakterisierung der Studienkohorte MeSyBePo stratifiziert nach Falf/Kontroll 2
Parameter T2D* (n=334) | Kontrollen? (n=1160) p-Wert
Alter (Jahre) 60,10 + 9,99 48,72 + 13,64 < 0,001
Geschlecht (méa/w) 151/181 368/786 < 0,001
BMI (kg/m?) 32,13 £ 6,82 28,11 £ 5,61 < 0,001
WHR 0,94 £ 0,09 0,87 £ 0,10 < 0,001
Adiponectin (pg/ml) 11,10+ 9,48 12,28 + 5,98 0,071
HbA1c (%) 6,55 * 3,53 5,37 £2,48 < 0,001
Gesamtcholesterin (mmol/l) 545+1,13 5,35+ 1,08 0,096
HDL (mmol/l) 1,31+0,35 1,44 + 0,35 < 0,001
LDL (mmol/l) 3,29+ 0,98 3,32+£0,98 0,821
TG (mmol/l) 1,89 +£1,03 1,28 + 0,70 < 0,001
Blutdruck diastolisch (mmHg) 81,20 + 11,%6 76,81%:79 < 0,001
Blutdruck systolisch (mmHg) 144,27 + 20,94 132,60 + 17,11 < 0,001
Rauchen aktuell (n/%) 23 (6,9%) 147 (12,7p0) 0,013

*1=T2D;2=NGT

Angabe der Werte in Mittelwert + Standardabweichbrg. n (absolute Fallzahl) in % (relative Fall2ahl
Die Berechnung kontinuierlicher Parameter erfofgtedem t-Test fiir normalverteilte Parameter bzithitfe der einfaktoriellen Anova fiir
nach Logarithmierung normalverteilter Parametee Bérechnung nicht normal verteilter kontinuieréicfParameter erfolgte mit dem Mann-

Whitney-U-Test. Die Berechnung kategorialer Parametfolgte mit dem chi2-Test.

Es wird ersichtlich, dass die Typ-2-Diabetiker irergleich zu den Kontrollen signifikant alter
waren und der Anteil der Frauen in der Kontrollgrepm Vergleich zur Fallgruppe signifikant
erhoht war. Weiterhin wiesen die Typ-2-Diabetikgngikant hohere Werte fur die anthropo-
metrischen Parameter (BMI, WHR) sowie hohere sigstioé und diastolische Blutdruckwerte
auf. Ebenfalls lieRen sich erhohte Triglyceridspiegowie ein erniedrigtes HDL nachweisen.
Des Weiteren zeigte sich, dass die Adiponectingpiegder Kontrollgruppe hoher waren, wobei

sich hier keine statistische Signifikanz verzeiahhel3.

3.3.1 Haufigkeitsverteilung der Promotorpolymorphisnen im AdipoQ- Gen in der MeSy-
BePo-Gesamtkohorte

Die Genotypfrequenzen fir die 3 Promotorpolymompies befanden sich in der Fallgruppe
(pravalenter T2D) im Hardy-Weinberg-Equilibrium Jébi2 rs266726 = 0,53; (p)chi?

rs17300539 = 0,45; (p)chi2 rs16861194 = 3,64].

In der Kontrollgruppe (NGT) kam es ebenfalls zunkeisignifikanten Abweichung von dieser
Gesetzmaligkeit [(p)chi? rs266726 = 0,32; (p)cbi27800539 = 1,24; (p)chi? rs16861194 =
0,92]. Die Annahme der Nullhypothese erfolgte eem [(p)chi2 < 3,84].
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Es folgt, analog zur EPIC-Kohorte, eine Darstelldegy Genotypfrequenzen der 3 Promotor-
polymorphismen in tabellarischer sowie graphiscf®bb. 13) Form in der MeSy-BePo-

Gesamtkohorte.
rs266729 Haufigkeit rs17300539 | Haufigkeit rs16861194 | Haufigkeit
n (%) n (%) n (%)

073 Ge 253059 20059

Angabe der Werte in n (absolute Fallzahl) bzwrétative Fallzahl).

Gesamt 1710 (100,0) 1715 (100,0) 1717 (100,0)

rs266729 rs17300539 r=16861194

[ Lol Bcc
Llce Oca
Hco s

Abb. 13. Tabellarische und graphische Darstellung e Genotypfrequenzen der 3 Promotorpolymorphismenn der MeSy-BePo-
Gesamtkohorte.
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Cac
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3.3.2 Klinische Charakteristika der 3 Promotorpolynorphismen im dominanten Modell in

der MeSy-BePo-Gesamtkohorte

AnschlieRend wurde analog zum EPIC-Kollektiv unterg, ob sich die klinischen und
metabolischen Charakteristika der Probanden in Agig&eit vom Genotyp unterscheiden. Hier
wurde wiederum fur alle 3 Polymorphismen das domt@&d/lodell gewéhlt, um Verfalschungen,
bedingt durch die niedrige Frequenz der homozygbtetanten zu vermeiden.

Ein Uberblick tiber die Charakteristika in Abharigiii vom Genotyp fiir den rs266729 findet
sich in der folgenden Tabelle (Tab. 21):
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Tab. 21. Vergleich von klinischen und metabolischerCharakteristika des Promotorpolymorphismus rs26672 in der MeSy-BePo-

Gesamtkohorte
Parameter CcC GC/GG p-Wert
Alter (Jahre) 52,21 £ 13,83 52,82 £ 13,49 0,369
Geschlecht (ma/w) 287/631 282/501 0,038
BMI (kg/m?) 29,19 £ 6,54 29,00 £ 6,15 0,908
WHR 0,89 £ 0,10 0,89 £ 0,10 0,497
Adiponectin (pg/ml) 12,31 £ 6,42 11,44 + 6,88 0,058
HbAlc (%) 5,57 +1,98 5,70 £ 3,17 0,361
Gesamtcholesterin (mmol/l) 5,37 £+ 1,05 5,46 + 1,07 0,142
HDL (mmol/l) 1,41 +£0,36 1,41 +£0,35 0,999
LDL (mmol/l) 3,30 £0,91 3,39 £0,97 0,075
TG (mmol/l) 1,47 £ 0,86 1,45+ 0,83 0,655
Blutdruck diastolisch (mmHg) 77,58 + 10,56 77,81 +11,16 0,181
Blutdruck systolisch (mmHQ) 124,70 + 17,37 126,37 (46 0,055
Rauchen aktuell (n/%) 94 (10,20%) 78 (9,90%) 0,681

Angabe der Werte in Mittelwert + Standardabweichbrg. n (absolute Fallzahl) in % (relative Fall2ahl

Die Berechnung kontinuierlicher Parameter erfofgtedem t-Test fir nomalverteilte Parameter bzwthitie der einfaktoriellen Anova fiir nach
Logarithmierung normalverteilter Parameter. Diedginung nicht normal verteilter kontinuierlicher&aeter erfolgte mit dem Mann-
Whitney-U-Test. Die Berechnung kategorialer Parametfolgte mit dem chi2-Test. Alle Berechnungeiolgten im dominanten Modell.

Es wird ersichtlich, dass sich die Adiponectinsplegn Abhangigkeit vom Genotyp
unterschieden, dies allerdings nur im Trend (p358). Hier muss jedoch festgehalten werden,
dass in der Gesamtkohorte auch Diabetespatienbgessihlossen waren. In der EPIC-Kohorte
waren im Vergleich dazu alle Probanden zum Zeitpdek Blutabnahme gesund.

Trager des Wildtyps (CC) wiesen hier im Vergleicht fArobanden, welche hetero- bzw.
homozygot (CG/GG) fur das variante Allel waren, é@hzirkulierende Adiponectinspiegel auf.
Die anderen Parameter unterschieden sich beim Rogpodymorphismus rs266729, wie auch
bei den Promotorpolymorphismen rs17300539 und8&1894 nicht wesentlich, so dass an
dieser Stelle auf eine ausfihrliche Darstellungziebtet wird und eine Analyse der
Assoziationen der 3 Einzelnukleotidpolymorphismeanhden zirkulierenden Adiponectinspiegel
folgt (Kapitel 3.3.3).

3.3.3 Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen mitden Adiponectinspiegeln in allen

Probanden ohne einen manifesten Diabetes mellitug/pp 2 des MeSy-BePo-Kollektives

Die statistische Auswertung der Assoziation derr@®torpolymorphismen mit den zirkulie-
renden Plasmaadiponectinspiegeln erfolgte nur Webdhden, die keinen manifesten T2D
aufwiesen, um einen potentiellen Einfluss, bedidgtch das Vorliegen der Erkrankung zu
vermeiden. Hier wurde analog zum EPIC-Kollektiv ddeminante Modell gewé&hlt. Im
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Folgenden sind die Ergebnisse in tabellarischeb.(BP2) sowie graphischer (Abb. 14) Form
dargestellt.

Tab. 22. Assoziation der Promotorpolymorphismen mitden zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegeln in f®banden ohne pravalenten
T2D in der MeSy-BePo-Kohorte

Einzelnukleotidpolymorphismus Ohne Adjustierung Mualriate Adjustieruny

rs266729 (n)

Adiponectinspiegel CC (381) 12,75 + 0,297 12457,273
Adiponectinspiegel CG/GG (317) 11,34 + 0,326 1155299
p-Wert 0,001 0,012
rs17300539 (n)

Adiponectinspiegel GG (600) 11,80 + 0,237 11488217
Adiponectinspiegel AG/AA (98) 14,01 + 0,585 13,49,538
p-Wert < 0,0001 0,006
rs16861194 (n)

Adiponectinspiegel AA (579) 12,35 + 0,242 12,209,221
Adiponectinspiegel GA/GG (119) 10,91 + 0,533 11428491
p-Wert 0,014 0,066

Angabe der Werte in Mittelwert + Standardfehlewbr (absolute Fallzahl).
Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleu#nwendung der linearen Regression ohne undIniultivariater Adjustierung
(Alter, Geschlecht, BMI). Probanden mit einem mestién T2D wurden aus der Analyse ausgeschlossen.

rs266729 rs17300539 rs16861194
16,00 16,00 ek 16,00
g 15007 g 15007 g 15007
§€ 14,007 * o 14,007 o g 14,007 -
8 & 13,00 & & 13,00 & & 13,00
E2 12001 ES 100 E2 12001
< ! ) | 3 |
11,00 11,00 11,00
10,00 10,00 10,00 ;
cc CG/GG GG GAMAA AA AGIGG

*pim Trend = 0,012; **p = 0,006 ; ***p im Trend = 0,066

Abb. 14. Graphische Darstellung der Assoziation dezirkulierenden Adiponectinspiegel mit den 3 Promatrpolymorphismen in der
MeSy-BePo-Kohorte (Probanden ohne pravalenten T2D)

Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleu#nwendung der linearen Regression mit multitariadjustierung (Alter, Geschlecht,
BMI). Probanden mit einem manifesten T2D wurdendrrsAnalyse ausgeschlossen.

Es zeigte sich sowohl vor, als auch nach multivariddjustierung (Alter, Geschlecht, BMI)

eine signifikante Assoziation des Polymorphismud 78900539 mit den zirkulierenden

Adiponectinspiegeln. Die Promotorpolymorphismen 6629 und rs16861194 sind nach
multivariater Adjustierung im Trend mit den Plasulipanectinspiegeln assoziiert (p = 0,012
bzw. p =0,066).
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In Anlehnung zum EPIC-Kollektiv erfolgte die Berecing des prozentualen Anteils des
Promotorpolymorhismus rs17300539 an der Variabitigs zirkulierenden Adiponectinspiegels
(Tab. 23):

Tab. 23. Anteil des rs17300539 an der genetisch¥ariabilitat der zirkulierenden Plasmaadiponectingiegel

SNP Standardisiertes 3 Partielle Korrelation — Stedidi@rtes 3 x partielle Korr. x 100 (%) W(fr_t

rs17300539 - 0,096 - 0,105 1,01 0,006

Die Berechnung erfolgte im dominanten Modell u#tewendung der linearen Regression mit multivaridtjustierung fur
Alter, Geschlecht und BMI.

Es zeigte sich, dass die Variabilitdt des zirkeleten Plasmaadiponectinspiegels zu 1,01%

durch den Promotorpolymorphismus rs17300539 bedtwwird.

3.3.4 Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen mitlem Diabetes mellitus Typ 2 in der
MeSy-BePo-Kohorte

Nachdem sich eine Assoziation der Polymorphismeh den zirkulierenden Adiponectin-
spiegeln nachweisen liel3, stellt sich nun die Frafpesich die Typ-2-Diabetiker hinsichtlich
ihres Genotyps von den Probanden mit einer norm@kikosetoleranz unterscheiden. Ein
Uberblick Gber die Ergebnisse findet sich in dégéaden Abbildung (Abb. 15):

SNP rig;‘o) CS(/O%G p-Wert Die Berechnungen erfolgten im
Fallt 160 (54,4)| 134 (45,6) dominanten Modell unter Anwendung
15260729 [kontrole | 535 (55,8)| 424 (ad,2)| *°%° :
ontro (55.8) (44.2) des exakten Test nach Fisher (oberer
SNP GG (%) | GA/AA (%) | p-Wert ' ' o
1730053 Falll 249 (84.1) | 47(159) | ..., Teil der Abbildung) sowie im
Kontroll? | 813 (84,6)| 148 (154)| logistischen Regressionsmodell mit
SNP AA (%) | AG/GG (%) | p-Wert o o )
Leas11od Fall 244 (81,9)| 54 (18.1) 0171 multivariater Adjustierung fur das
Kontrol? | 818 (85,2)| 142(14,8)| Alter, das Geschlecht und den BMI

* 1 = manifester T2D2 = NGT

Angabe der Werte als n (absolute Fallzahl) bzviré¥ative Fallzahl)

Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleu#nwendung des exakten
Test nach Fisher

(unterer Teil der Abbildung).

SNP OR 95%-Konfidenzintervall
rs266729 1,021 0,757 - 1,376
rs17300539 1,121 0,746 — 1,686
rs16861194 1,400 0,937 — 2,092

Angabe der Werte als OR (odds ratio) bzw. 95%- Ktamzintervall

Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleunwendung der
logistischen Regression mit multivariater Adjustiey fur Alter, Geschlecht und
BMI.
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Abb. 15. Assoziation der 3 Promotorpolymorphismenmit dem T2D in der MeSy-BePo-Kohorte stratifiziert nach Fall /Kontroll
(préavalenter T2D/normale Glukosetoleranz).

Es wird ersichtlich, dass sowohl vor, als auch naulitivariater Adjustierung (Alter, Ge-
schlecht, BMI) keine Assoziation zwischen den Ggpenh der 3 Promotorpolymorphismen und

einer pravalenten diabetischen Stoffwechsellag&ahds

3.3.5 Assoziation der Promotorpolymorphismen mit de T2D unter Einbeziehung

intermediarer Ph&notypen in der MeSy-BePo-Kohorte 2 Modelle

Nachdem sich kein signifikanter Unterschied bezlgtier Genotypverteilung der 3 Promotor-
polymorphismen zwischen gesunden und an T2D erkeanlProbanden ergab, wurde im
folgenden mit Hilfe der Daten aus dem OGTT, welaiee bessere Charakterisierung des
Glukosemetabolismus erméglichen, zunachst untetswdh eine Assoziation zwischen den
Genotypen und dem T2D unter Einbeziehung seinestutan (IFG, IGT) besteht. Hierzu
wurden zwei Modelle entwickelt, in denen zum eidénKontrollen und die Vorstufen des T2D
(IFG, IGT, IGT + IFG) dem manifestem T2D gegenilestgllt worden sind [Modell 1] und
zum anderen [Modell 2] die Kontrollen mit dem masten T2D und seinen Vorstufen [=
Gruppe mit gestorter Glukosetoleranz (IGM)] vergéo wurden. Die Abbildungen 16 und 17
zeigen das Ergebnis dieser Modellrechnungen:
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SNP CC (%) | CGIGG (%) | p-Wert | MODELL 1
Kontroll* | 766(54,1) | 650 (45,9) _
rs266729 T2D2 160 (54,4) 134 (45,6) 0,949 In diesem Modell wurden
SNP GG (%) | GAIAA (%) | p-Wert | die Kontrollen (NGT) und die
Kontroll* | 1193 (84,1) 226 (15,9)
rs17300539— —, 249 (841)| 47 (15,9) | 009 | Vorstufen des T2D (IFG, IGT, IGT +
SNP AA (%) | AGIGG (%) | p-Wert | |FG) dem manifestem T2D
Kontrollt | 1207 (85,1) 212 (14,9) .. -
rs16861194— 244 (81.9)| 54 (18.1) 0,186 | gegenubergestellt, wobei die

* 1=NGT, IFG, IGT, IGT+ IFG2 = manifester T2D

Angabe der Werte als n (absolute Fallzahl) bzviré¥ative Fallzahl)
Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleunwendung des exakten

Test nach Fisher

SNP OR 95%-Konfidenzintervall
rs266729 1,022 0,777 — 1,343
rs17300539 0,988 0,680 — 1,435
rs16861194 1,327 0,922 — 1,911

Angabe der Werte als OR (odds ratio) bzw. 95%- Ktamizintervall
Die Berechnungen erfolgten im dominanten ModeleuAtnwendung der

logistischen Regression mit multivariater Adjustigg fir Alter, Geschlecht und

BMI.

Berechnungen im dominanten Modell

erfolgten.

Die Ergebnisse sind ohne
Adjustierung (oberer Teil der
Abbildung) sowie mit multivariater
Adjustierung fur das Alter, das
Geschlecht und den BMI (unterer Tell
der Abbildung) dargestellt.

Abb. 16. Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen it dem T2D unter Einbeziehung seiner Vorstufen [Moell 1] in der MeSy-BePo-

Gesamtkohorte.
SNP CC (%) CGI/GG (%) | p-Wert
Kontrollt | 535 (55,8) 424 (44,2)
5266729 ome 391 (52.1)| 360 (47,9)] 130
SNP GG (%) | GAIAA (%) | p-Wert
Kontrollt | 813 (84,6)| 148 (15.4)
[¢
17300539 52 629 (83.4)| 125 (16,6)] 07
SNP AA (%) | AGIGG (%) | p-Wert
Kontrollt | 818 (85,2) 142 (14,8)
16861194 0,383
s IGM2 633 (83.6)| 124 (16.4)

*1=NGT,;2 = manifester T2D, IFG, IGT, IGT+ IFG

MODELL 2

In diesem Modell wurden

die Kontrollen (NGT)

dem manifesten T2D und seinen
Vorstufen (IFG, IGT, IGT + IFG)
gegenubergestellt [= IGM], wobei die

Berechnungen im dominanten Modell

Angabe der Werte als n (absolute Fallzahl) bzviré¥ative Fallzahl)
Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modelbunwendung des exakten

Test nach Fisher erfolgten.

SNP OR 95%-Konfidenzintervall
[$266729 1,209 0,978 — 1,496 Die Ergebnisse sind ohne
rs17300539 1,070 0,802 — 1,428 Adjustierung (oberer Teil der
rslegel104 1,247 0.931-1,672 Abbildung) sowie mit multivariater

Angabe der Werte als OR (odds ratio) bzw. 95%- itamizintervall

Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modeleu#nwendung der
logistischen Regression mit multivariater Adjustigg fiir Alter, Geschlecht und
BMI.

Adjustierung fur das Alter, das
Geschlecht und den BMI (unterer Tell
der Abbildung) dargestellt.
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Abb. 17. Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen 1ih dem T2D unter Einbeziehung seiner Vorstufen [Moell 2] in der MeSy-BePo-
Gesamtkohorte.

Es wird ersichtlich, dass auch unter Einbeziehuag \dorstufen des T2D keine Signifikanz

nachgewiesen werden konnte.

Um einen potentiellen Einfluss der Einzelnukleotiymorphismen auf die Insulinsensitivitat
sowie die Insulinsekretion zu eruieren, wird im desiden analysiert, ob eine Assoziation mit

Indizes des Glukosemetabolismus besteht:

Hierbei kamen als Indizes zur Abschatzung der Insahsitivitat der ISJ nach Stumvoll
(Stumvoll et al. 2000) sowie der HOMA nach Matthews(Matthews et al. 1985) zur An-
wendung. Fur die Abschatzung der Insulinsekretiam klieAUCins/AUCgluc zur Anwendung.

In die statistischen Analysen wurden nur Probaredebezogen, welche keinen pravalenten T2D
aufwiesen, da die Indizes bei T2D- Patienten undspeziellen bei unter antidiabetischer
Medikation stehenden Probanden nicht reliabel @igther et al. 2008).

Im Folgenden findet sich eine Ubersicht der Ergssmin tabellarischer Form (Tab. 24).

Tab. 24 Assoziation der Promotorpolymorphismen miindizes des Glukosemetabolismus in der MeSy-BePo-Korte

ISlg HOMA r AUCIins; 5 AUCgIluc 2 | AUCINs; g/ AUCgIucgo
rs266729 (n)
CC(609) 0,083 + 0,001 1,840 + 0,043 0,406 + 0,008 0,386 + 0,008
CG/GG(507) 0,081 + 0,001 1,848 + 0,046 0,397 + 0,009 0,376 + 0,009
p-Wert 0,541 0,908 0,455 0,418
rs17300539 (n)
GG(932) 0,082 + 0,001 1,851 + 0,034 0,402 + 0,007 0,381 + 0,007
AG/AA(185) 0,082 + 0,002 1,804 + 0,078 0,402 + 0,015 0,382 + 0,015
p-Wert 0,947 0,576 0,981 0,946
rs16861194 (n)
AA(960) 0,083 + 0,001 1,841 + 0,034 0,402 + 0,006 0,382 + 0,006
GA/GG(158) 0,081 + 0,002 1,858 + 0,082 0,396 + 0,016 0,377 £ 0,016
p-Wert 0,346 0,843 0,736 0,752

Angabe der Werte als MW + Standardfehler bzw. n (Fézahl).

Die Berechnungen erfolgten im dominanten Modell urdr Anwendung der linearen Regression mit multivarider Adjustierung fir Alter,

Geschlecht und BMI.Probanden mit einen pravalenten T2D wurden aus defAnalyse ausgeschlossen.
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Es zeigte sich, dass weder eine Assoziation zuzésdidie die Abschatzung der Insulin-
sensitivitat erlauben, noch zu Indizes, die eindkifation der Insulinsekretion ermdglichen,

bestand.

Zusammenfassend liel3 sich in beiden Kohorten essAation des Promotorpolymorphismus
rs17300539 mit den zirkulierenden Adiponectinspiediaden.

Der Promotorpolymorphismus rs16861194 war in bei@udien nicht signifikant mit den
zirkulierenden Adiponectinspiegeln assoziiert, gdaviesen in beiden Kohorten Trager des
Wildtyps (AA) im Vergleich zu den hetero-/homozygo Mutanten tendentiell hohere
zirkulierende Adiponectinspiegel auf, wobei hierder MeSy-BePo-Kohorte mit einem p-Wert
von 0,066 ein Trend erkennbar war. Der Polymorphis rs266729 war in der MeSy-BePo-
Kohorte ebenfalls im Trend (p = 0,012) mit dem ualibrenden Adiponectin assoziiert, wobei
hier der WT (CC) im dominanten Modell tendentigdhlere Spiegel aufwies. Diese trendmalige

Assoziation konnte in der EPIC-Potsdam-Kohorte tniepliziert werden.

Es fanden sich jedoch keine Assoziationen der 3nBtarpolymorphismen in Bezug auf den
Endpunkt T2D, seiner Vorstufen (IFG/IGT) oder Irelizder Insulinresistenz /Insulinsekretion,
wobei im Rahmen der EPIC-Kohorte in Bezug auf d&266729 das Ergebnis nicht repliziert

werden konnte.
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4 DISKUSSION

Im Rahmen dieser Dissertation zeigte sich in zwaenhblh&ngigen Kohorten, dass der
Promotorpolymorphismus rs17300539 signifikant men dzirkulierenden Adiponectinspiegeln
assoziiert ist. Der Promotorpolymorphismus rs1@8&lwar in beiden Studien nicht signifikant
mit den zirkulierenden Adiponectinspiegeln assogiiggdoch fanden sich in beiden Kohorten
bei Tragern des Wildtyps (AA) im Vergleich zu Pradan, welche den hetero- bzw.
homozygoten = Genotyp (GA/GG) aufwiesen tendentiell 6here  zirkulierende
Plasmaadiponectinspiegel, wobei in der MeSy-BePbekie bei einem p-Wert von p = 0,066
ein Trend erkennbar war. Ebenfalls liess sichdém Polymorphismus rs266729 in der MeSy-
BePo- Kohorte im Trend eine Assoziation mit delkuierenden Adiponectinspiegeln aufzeigen
(p = 0,012), wobei sich dieser in der EPIC-Potsd&rherte nicht replizieren liel3.

Im Vergleich zu gesunden Personen sind die Adipimsggegel bei Typ-2-Diabetikern

erniedrigt, wobei die Rolle von Adiponectin als gikdiver Biomarker flr den Diabetes mellitus
Typ 2 gut etabliert ist. Das AdipoQ-Gen, welchieh aauf dem Chromosom 3927 befindet, liegt
zusatzlich in einer genomischen Region, welche deiin Diabetes mellitus Typ 2 sowie
Parametern des metabolischen Syndroms in Zusammeglekracht worden ist.

Trotzdem konnte in beiden Kohorten kein Zusammeghawischen den untersuchten
genetischen Polymorphismen im AdipoQ- Promotor wledh Endpunkt T2D nachgewiesen
werden, wobei das Ergebnis fir den rs266729 inERIC-Potsdam-Kohorte nicht repliziert
werden konnte.

Weiterhin liel3 sich keine Assoziation in Bezug "ofstufen des T2D (IFG/IGT) sowie Indizes
der Insulinresistenz/-sekretion (MeSy-BePo-Kohorta)ifzeigen. Dies kodnnte auf eine

unzureichende Power der hier untersuchten Studiemken zurtickzufihren sein.

4.1 Assoziation der Polymorphismen mit den zirkulienden Plasmaadiponectinspieqgel

Der Promotorpolymorphismus rs266729 in der EPIC-Paddam- und MeSy-BePo-Kohorte

Die Allelfrequenzen fur den Promotorpolymorphisme266729 kamen in der EPIC-Potsdam-
und MeSy-BePo-Kohorte in einer Haufigkeit von 0fZiv. 0,25 in der Kontrollgruppe sowie
mit einer Frequenz von 0,26 in beiden Fallgruppen. \6omit ergeben sich zwischen den

Kohorten keine signifikanten Differenzen. Das Emgshist weiterhin mit den im Rahmen des
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internationalen HapMap-Projektes verdffentlichteflelrequenzen fur die européische Be-
volkerung (0,31) vergleichbar. In der chinesischixd japanischen Bevolkerung werden hier
ahnliche Allelfrequenzen angegeben, wahrend in afekanischen Bevoélkerung der Poly-
morphismus mit einer Frequenz von 0,09 relativ eselvorkommt (Sherry et al. 2001,

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

Es konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigtieverdass der Promotorpolymorphismus
rs266729 in der MeSy-BePo-Kohorte nach multivari@djustierung (Alter, Geschlecht, BMI)
sowie Korrektur nach Bonferroni im Trend mit deinirkalierenden Plasmaadiponectinspiegeln
assoziiert ist (p = 0,012). In der EPIC-Potsdam-&ttd fand sich, sowohl vor (p = 0,008) als
auch nach Adjustierung fur den BMI in Verbindungt miner Korrektur nach Bonferroni (p =
0,005), eine signifikante Assoziation mit den zlrbtenden Adiponectinspiegeln, wobei
anzumerken ist, das sich der Promotorpolymorphssns266729 nicht im_Hardy-Weinberg-
Equilibrium (HWE) befand.

In beiden Kohorten wiesen homo- und heterozygotdakten (GG, GC) im Vergleich zum
Wildtyp (CC) niedrigere Spiegel auf, wobei das Brge der EPIC-Potsdam-Kohorte aufgrund
der Abweichung vom HWE schlussendlich nicht intetigrbar ist. Diese Abweichung ist,
dadurch dass Sie in der Kontrollgruppe auftrathinads Hinweis fir eine mégliche Assoziation
zu werten, sondern eher ein Hinweis auf einen Ggmerungsfehler (Wigginton et al. 2005)
und weniger ein Hinweis auf eine Populationssikatifon (Schaid et al. 1999), da sich diese
Abweichung vom HWE nicht bei allen 3 im Rahmen dredissertation untersuchten
Polymorphismen eruieren lie3. Zusammenfassend wiese der MeSy-BePo-Kohorte
Probanden, welche den WT aufwiesen im Trend hoéhiekalierende Plasmaadiponectinspiegel
im Vergleich zu Probanden, welche hetero- bzw. hoygot waren, auf.

Die folgende Tabelle (Tab. 25) gibt zunachst eibeerblick lber die in der Literatur

ermittelten Assoziationen in Bezug auf die zirkidieden Plasmaadiponectinspiegel, wobei hier
nur Studien bertcksichtigt wurden, in denen Pobamaié europaischem genetischen Back-

ground untersucht wurden:
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Tab. 25. Assoziation des Promotorpolymorphismus r€5729 (C>G) mit den zirkulierenden Adiponectinspiegin

Studie

Land

Fallzahl
absolut

Spiegelbestimmung be

pravalentem T2D

Assoziation zum zirkulierenden
Plasmaadiponectinspiegel

Adjustierung/matching

(keine antidiab. Med.)

Fumeron et al. 2004 Frankreich 458 nein = matching: BMI, Alter,
Geschlecht

Hivert et al. 2008b | Amerika 1921 ja = BMI, Alter, Alter n. 28a,

(prospektiv: 28 a | (Uberwiegend Geschlecht

follow up) Europaer)

Laumen et al. 2009| Deutschland | 696 ja = BMI, Alter, Geschlecht

KORA S4 (keine antidiab. Med.)

Laumen et al. 2009| Deutschland | 1692 ja A7 BMI, Alter, Geschlecht

MONICA/KORA (keine antidiab. Med.) [rs1648707 anstelle von rs26672 survey

S123 da D’ =1 und7=0,84]

Schwarz et al. 2006 Deutschland | 550 ja CCvs. CGt BMI, Alter, Geschlecht
(keine antidiab. Med.)

Vasseur et al. 2002| Frankreich | 922 ja Ct BMI, Alter, Geschlecht

Vasseur et al. 2005| Frankreich 703 ja Ct BMI, Alter, Geschlecht

* 1 positive Assoziation= keine Assoziationp™: Maf3 fir das Kopplungsungleichwicht (LD), wobei Bl bedeutet, dass ein komplettes Kopplungsungjeisftht vorliegt,r2: Korrelation zwischen dem
untersuchten tag-SNP und dem SNP, dessen Effegh diais bestehende Kopplungsungleichgewicht anelysgeden kann, wobei bei einem r2 von 1 eine #0ige Ableitung des einen Genotyps von dem anderen

mdoglich ist  [perfect

proxy], ( de

Bakker

et

al.

)0 Ergebnisse  die

im

Rahmen dieser Dissertation mittedt

wurden

sind blau  hervorgehoben.
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Im Vergleich mit der Literatur war die im Rahmereskr Dissertation gesehene trendmalige
Assoziation in folgenden publizierten Ergebnissemgnifkant: Laumen et al. 2009
[MONICA/KORA S123-Kohorte], Schwarz et al. 2006, 3s&ur et al. 2002; 2005.

Weder eine signifikante noch trendmalige Assozatieigte sich in folgenden Publikationen:
Fumeron et al. 2004, Hivert et al. 2008b, Laumeal.2009 [KORA S4-Kohorte].

Dies kann unterschiedliche Grinde haben: zum ekdamte die StudiengrofRe und die daraus
resultierende Power eine Erklarung fur die disknéga Ergebnisse sein. So ist die Studie von
Fumeron et al. 2004, welche keine Assoziation zZwascdem Polymorphismus und den
zirkulierenden Adiponectinspiegeln aufzeigen konmié 458 Probanden im Vergleich zu den
anderen Studien mit Abstand die kleinste.

Auf der anderen Seite wurde in der KORA S4-Kohonie 696 Probanden, einer Studie, die in
Bezug auf die GroRe mit der im Rahmen dieser Dissen untersuchten Studien vergleichbar
ist, weder eine signifikante noch eine AssoziationTrend gefunden (Laumen et al. 2009),
maoglicherweise bedingt dadurch, dass hier Probamd#neinem T2D in die Analyse mit
einbezogen worden sind. Dies konnte einen Einfluss das Ergebnis haben, zumal T2D-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden ztimadrigere Plasmaadiponectinspiegel
aufweisen (Hotta et al. 2000, Weyer et al. 2001).

Weiterhin war in der mit 1692 Probanden mehr algpétt so groRen MONICA/KORA S123-
Kohorte die im Rahmen dieser Dissertation geseltear@lmaniige Assoziation (MeSy-BePo-
Kohorte) mit den zirkulierenden Plasmaadiponepiggeln signifikant (Laumen et al. 2009),
was fur die bereits erwahnte Erklarung der Studiéidg fur die divergenten Ergebnisse sprache,
wobei hier ebenfalls Patienten mit einem inziderfigD in die Analyse mit einbezogen wurden.
Zu beachten ist weiterhin , dass in der letztgeteanisStudie bei Vorliegen eines kompletten
Kopplungsungleichgewichtes (D™ = 1) der rs164877,proxy” fur den rs266729 analysiert
wurde, wobei hier mit einem Korrelationskoeffizientvon f = 0,84 zwar das in der Literatur
akzeptierte Niveau vorf = 0,80 erreicht wurde, was wiederum jedoch zug€&diat, dass sich
der Genotyp des rs266729 nicht zu 100 %[t,00] von dem Genotyp des rs1648707 ableiten
lasst (de Bakker et al. 2005). Somit ist ein dieektergleich dieser Studie mit der MeSy-Bepo-

Kohorte sichtlich erschwert.

Weiterhin hat die Arbeitsgruppe umdeigs in einer verhaltnisméaRig grofen Studie (1921
Probanden) T2D-Patienten in die Analyse einbezogeithe unter antidiabetischer Medikation
standen. Unter der Annahme, dass dem Adiponecim ldusale Bedeutung in der Pathogenese

des T2D zukommt, konnte dies die Ergebnisse mogtwebise beeinflusst haben (Hivert et al.
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2008b) und somit ebenfalls ein Grund fur die Diplaez des Ergebnisses (keine vs. eine
trendmanige Assoziation) in Bezug auf das Resdéatvorliegenden Arbeit sein.

Diese Vermutung wird weiterhin dadurch unterstidiziss die Therapie mit Thiazolidinedionen
zumeist mit einem Anstieg der Adiponectinspiegehergeht (Combs et al. 2002, Yang et al.
2002, Yu et al. 2002).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stoliigtike insgesamt sehr heterogen sind,

was einen direkten Vergleich erschwert, wenn ngetitunmaoglich macht.

Hinweise fur die Beteiligung des rs266729 an derdMation der Spiegel kommen von der
Analyse der Promotorregion sowie funktionellen $#ud So konnte die Arbeitsgruppe W&u
vier SP-1 Bindungsstellen im Promotor des Adipo@n&identifizieren, wobei es sich hier um
Bindungsstellen fur Proteine handelt, welche eistenulierenden Einfluss auf die Transkription
haben (Zhang et al. 2009).

Die Arbeitsgruppe un@Gu konnte weiterhin aufzeigen, dass der Polymorphssm@66729 eine
der vier SP-1 Bindungsstellen verandert (Zhangl.eR@09), wobeiin vitro Untersuchungen
ergaben, dass die SP1-Bindungsaffinitat wahrendAdgrozytendifferenzierung gesteigert ist
und einen stimulierenden Einfluss auf die Promddoraat hat (Barth et al. 2002), wobei bei
Vorliegen des Polymorphismus im Vergleich zur WjfgProbe die Bindungsaffinitat um 25%

reduziert war (Bouatia-Naji et al. 2006).

Der Promotorpolymorphismus rs17300539 in der EPIC-Btsdam- und MeSy-BePo-

Kohorte

Die Allelfrequenzen fir den Promotorpolymorphismsis7300539 kamen in der EPIC-Potsdam-
und MeSy-BePo-Kohorte in einer Haufigkeit von 0,08 der Kontrollgruppe sowie mit einer

Frequenz von 0,06 bzw 0,08 in den Fallgruppen [EPd@&dam- bzw. MeSy-BePo-Kohorte]

vor. Auch hier ergeben sich sowohl zwischen derdi8tuals auch im Vergleich zu den im

Rahmen des internationalen HapMap-Projektes (0,08R)ffentlichten Allelfrequenzen fur den

europaischen Raum keine signifikanten DifferenZzender chinesischen, japanischen sowie
afrikanischen Bevolkerung kommt der Polymorphissmah den Angaben des HapMap-
Projektes nicht vor (Sherry et al. 2001, http://wwebi.nim.nih.gov/SNP).

Es konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigtieverdass sowohl in der EPIC-Kohorte, als
auch in der MeSy-BePo- Kohorte homo- und heterozyddutanten (AA, AG) im Vergleich
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zum Wildtyp (GG) statistisch signifikant hohere rkmlierende Plasmaadiponectinspiegel
aufwiesen.
Es folgt analog zum rs266729 ein tabellarischerrblik (Tab. 26) tiber die in der Literatur er-

mittelten Assoziationen in Bezug auf die zirkuliedlen Plasmaadiponectinspiegel:
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Tab. 26. Assoziation des Promotorpolymorphismus r&B00539(G>A) mit den zirkulierenden Adiponectinspgeln

Studie

Land

Fallzahl
absolut

Spiegelbestimmung be| Assoziation zum zirkulierenden
pravalentem T2D

Plasmaadiponectinspiegel

Adjustierung/matching

(keine antidiab. Med.)

Fumeron et al. 2004 Frankreich 458 nein AG/AA vs. GG matching: BMI, Alter,
Geschlecht

Heid et al. 2006 Ostereich 1727 nein AG/AA vs. GG1 Alter, Geschlecht

Hivert et al. 2008b | Amerika 1929 ja A (add. Modell) BMI, Alter, Alter nach 28 a

(prospektiv: 28 a | (Uberwiegend Geschlecht

follow up) Européer)

Laumen et al. 2009| Deutschland | 696 ja A 1 (add., dom. Modell) BMI, Alter, Geschlecht

KORA S4 (keine antidiab. Med.)

Laumen et al. 2009| Deutschland | 1692 ja A 1(add., dom. Modell BMI, Alter, Geschlecht

MONICA/KORA (keine antidiab. Med.) survey

S123

Schwarz et al. 2006 Deutschland | 550 ja AG vs. GG? BMI, Alter, Geschlecht
(keine antidiab. Med.)

Vasseur et al. 2002|  Frankreich 922 ja T A BMI, Alter, Geschlecht

Vasseur et al. 2005 Frankreich | 703 nein A7 BMI, Alter, Geschlecht

* 1 positive Assoziation. Ergebnisse die im Rahmesati®issertation ermittelt wurden sind blau herebiben
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Es zeigt sich eine ausgesprochene Homogenitat tiefie® (incl. der im Rahmen dieser
Dissertation untersuchten Studien) in Bezug au# Alsoziation des Polymorphismus mit den
zirkulierenden Plasmaadiponectinspiegel.

Somit konnte das Ergebnis im Rahmen dieser Diggertan 2 voneinander unabhangigen
Kohorten bestétigt werden.

Aufgrund der Homogenitat der Ergebnisse konnte mexmuten, dass der rs17300539 an der
Modulation der zirkulierenden Plasmaadiponectirggi®eteiligt ist.

In der Tat gibt es erste Hinweise von funktionellenvitro Untersuchungen: so konnte die
Arbeitsgruppe uniPhilippe Froguelim Gen-Reporter-Experiment unter Verwendung vorscO
Zellen nachweisen, dass der Polymorphismus im ¥aiglzur basalen Promotoraktivitat eine
2,5 fache Steigerung der Transkriptionsaktivitatwibe (Bouatia-Naji et al. 2006).
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Der Promotorpolymorphismus rs16861194 in der EPIC-Btsdam- und MeSy-BePo-

Kohorte

Der Promotorpolymorphismus rs16861194 kam in bei&udien mit einer Frequenz von 0,08,
jeweils in der Kontrollgruppe vor, wahrend die Alilequenz in den Fallgruppen 0,06 bzw. 0,1
[EPIC-Potsdam- bzw. MeSy-BePo-Kohorte] betrug.

Wiederum zeigten sich keine Differenzen, sowohlsolen den Studien, als auch im Vergleich
zu den im Rahmen des internationalen HapMap-Pregekertffentlichten Allelfrequenzen flr

den europaischen Raum (0,07). In der afrikanisddevilkerung ist der Polymorphismus mit

einer Frequenz von 0,32 im Vergleich zu der rdstiit Bevolkerung am haufigsten vertreten
(Sherry et al. 2001, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/iSN

Im Rahmen der EPIC-Potsdam-Kohorte wies der Wild#g) im Vergleich zum homo- und
heterozygoten Mutanten (GG, GA) hdhere zirkulieeeidlasmaadiponectinspiegel auf, wobei
das Ergebnis jedoch statistisch nicht signifikarar fpp = 0,107). Auch in der MeSy-BePo-
Kohorte wiesen Trager des Wildtyps (AA) im Vergleieu Probanden, welche homo- und
heterozygot fir den Polymorphismus (GG, AA) walleihere Konzentrationen von Adiponectin
im Plasma auf, wobei diese Assoziation sich anaog EPIC-Kohorte als statistisch nicht
signifikant herausstellte, jedoch war hier mit @np-Wert von 0,066 ein Trend erkennbar.

Es folgt analog ein tabellarischer Uberblick (T&y) tber die in der Literatur ermittelten

Assoziationen in Bezug auf die zirkulierenden Plaadiponectinspiegel:
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Tab. 27. Assoziation des Promotorpolymorphismus r€B61194 (A>G) mit den zirkulierenden Adiponectinsggeln

Studie Land Fallzahl absolut | Spiegelbestimmung | Assoziation zum| Adjustierung/matching
zirkulierenden
Plasmaadiponectinspiege

bei pravalentem
T2D

Hivert et al. 2008b | Amerika
(prospektiv: (Uberwiegend
28 a follow up) Europaer)

Laumen et al. 2009 Deutschland
MONICA/KORA
S123

1942

1692

ja

ja (keine antidiab.
Med.)

= BMI, Alter, Alter n. 28a
Geschlecht

BMI, Alter, Geschlecht
survey

A1 (add., dom. Modell)

*1 positive Assoziation, = keine Assoziation. Ergebe die im Rahmen dieser Dissertation ermitteliden sind blau hervorgehoben
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Es zeigt sich im Vergleich mit der Literatur, dadi Assoziation des Polymorphismus
rs16861194 mit den zirkulierenden Adiponectinspiedaisher zu kontroversen Ergebnissen
fuhrte. So konnte im europaischen Raum die Arbeifgge umHans Hauner[KORA S4-
Kohorte] sowie die Arbeitsgruppe umhilippe Froguelanalog zu der im Rahmen dieser
Dissertation untersuchten Studien keine signifigaAssoziation nachweisen (Laumen et al.
2009, Vasseur et al. 2002).

Jedoch wiesen in der KORA S4-Kohorte, welche 63fh&nden umfasste, wie auch in der im
Rahmen dieser Dissertation untersuchten Kohortetche mit 563 (EPIC-Potsdam) bzw. 698
Probanden (MeSy-BePo) eine vergleichbare Studi®sgaiufweisen, Trager des Wildtyps im
Vergleich zum hetero- und homozygoten Mutanten eatidll hohere zirkulierende
Plasmaadiponectinspiegel auf (Laumen et al. 2009).

Diese Assoziation war weiterhin in der groReren Mat§123-Kohorte mit 1692 Probanden
statistisch signifikant (Laumen et al. 2009) Einégiiche Erklarung konnte sein, dass der
Einfluss des rs16861194 auf die zirkulierenden rR&ediponectinspiegel im Vergleich zu dem
rs17300539 sehr klein ist und somit die Power dedi8n (einige Hundert Falle und Kontrollen)
zu gering ist, um diese Assoziation zu detektieren.

Andererseits liel3 sich in der Framingham-offspr@tgdie [FOS] mit 1942 Probanden keine
statistische Signifikanz (p = 0,53) verzeichnenvéti et al. 2008Db).

Hier konnte wiederum die Tatsache, dass Probandar antidiabetischer Medikation in die
Studie eingeschlossen wurden, zu einer Beeinflgssles Ergebnisses gefuhrt haben (Hivert et
al. 2008b). Ein potentieller Einfluss, bedingt durdie antidiabetische Medikation konnte
hingegen in der Monica-S123-Kohorte ausgeschlogsaden, wobei hier mit einem p-Wert
von 0,002 (Laumen et al. 2009) eine ausreicheratestische Signifikanz nachgewiesen werden
konnte (Wilkening et al. 2009). Auf der anderent&evurde in der Monica-S123-Kohorte ein

potentieller Bias, bedingt durch das Vorliegen si@D nicht ausgeschlossen.

Hinweise, die fur eine Beteiligung des rs16861194 der Modulation der zirkulierenden

Plasmaadiponectinspiegel sprechen, stammen votidneken Studien:

so konnte die Arbeitsgruppe urhlans Haunerim Rahmen vonn vitro Untersuchungen unter

Verwendung von 3T3L1-Zellen (Mausadipozyten) undnistorkonstrukten, welche alle die im
Rahmen dieser Dissertation untersuchten Promotgrmyphismen enthielten, aufzeigen,

dass das MMM-Konstrukt (WT-Allel: rs16861194 rsQ®@339 rs266729) im Vergleich mit

dem mMM-Konstrukt [m = minor-Allel (Polymorphismysam Tag 8 der Adipozytendifferen-

zierung eine 3-fach hohere Promotoraktivitat auswigudem wiesen diejenigen Promotor-
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konstrukte, welche das m-Allel des rs16861194 efidn im Vergleich zum MMM-Konstrukt
bereits eine gestorte basale Promotoraktivitar&aéipozyten auf (Laumen et al. 2009).
Weiterfuhrende Untersuchungen kamen zu dem Ergeldass der_ APM1-Genpromotor
(AdiPose_Most abundant gene transcript 1) in deemBtorkonstrukten mit dem m-Allel des
rs16861194 nicht durch Rosiglitazone induzierbar, wadoch waren diejenigen Promotor-
konstrukte, welche das Wildtyp-Allel enthielten durRosiglitazone induzierbar, wobei hier je
nach Promotorkonstrukt eine 2-5 fache Induktion Aled1-Genpromotors im Vergleich zu den
Kontrollen aufgezeigt werden konnte. Somit konngs d\nsprechen des Menschen auf eine
Therapie mit Thiazolidinedionen sich mdglicherwejsenach Kombination dieser Haplotypen
unterscheiden und somit den AdipoQ- Promotorpolyh@men eine Bedeutung in Hinblick auf

eine verbesserte individuelle Therapie zukommeniien et al. 2009).

Zusammenfassend unterstiitzen die im Rahmen dieisseration erzielten Ergebnisse eine
Reihe von mittlerweile publizierten Daten. Insbedemre bei Kohorten, die einen pravalenten
Diabetes nicht ausgeschlossen haben, zeigte siole lenheitliche Assoziation zwischen
Polymorphismen und Adiponectinspiegeln. Kinftigeidsn sollten eine ausreichende Power

haben, um Haplotypenkombinationen analysieren nmé.

4.2 Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen mit de Typ 2 Diabetes, seiner Vorstufen

(IEG/IGT) und Indizes des Glukosemetabolismus

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werdass in der EPIC-Potsdam-Kohorte die
Promotorpolymorphismen rs17300539 und rs168611@ht nnit dem T2D assoziiert sind.
Analog hierzu konnte auch in der MeSy-BePo-Kohkei@e Assoziation nachgewiesen werden.
In Bezug auf den rs266729 konnte in beiden Kohoeeenfalls keine Assoziation aufgezeigt
werden, wobei hier zu berlcksichtigen ist, dasseatié?olymorphismus sich in der EPIC-
Potsdam-Kohorte nicht im HWE befand.

In Ergdnzung zum Endpunkt T2D konnten in der Me®R& Kohorte keine Assoziationen der
3 Promotorpolymorphismen in Bezug auf die Vorstules Diabetes mellititus Typ 2 sowie den

Indizes des Glukosemetabolismus nachgewiesen werden

Die folgende Tabelle (Tab. 28) gibt einen Uberblicgker die in der Literatur ermittelten
Assoziationen in Bezug auf den T2D incl. seiner Stigien sowie Indizes des
Glukosemetabolismus, wobei hier analog nur Studemticksichtigt wurden, in denen
Probanden mit europaischem genetischen Backgroundhtersuicht ~ wurden.
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Tab. 28. Assoziation der Promotorpolymorphismen rs@6729, rs17300539 sowie des rs16861194 zum T2MeseVorstufen sowie Indizes des Glukosemetabolisrau

Studie Land Kontroll */ Assoziationen des Assoziationen des Assoziationen des Adjustierung/matching
Fall?? rs266729zum T2D, rs1730053%um T2D, rs16861194zum T2D,
seiner Vorstufen + seiner Vorstufen + seiner Vorstufen +
Indizes des Indizes des Indizes des

Fumeron et al.

Frankreich

4510/229

Glukosemetabolismus

= (IFG /T2D vs. NGT)

AG/AA vs. GG

Glukosemetabolismus

Glukosemetabolismus

nicht getested

BMI, Alter, Geschlech

[

IGT)

IGT)

2004 [IFG + T2D] M(T2D/IFG vs. NGT) WHR, Insulin, Glukose,
(prosp.: 3a follow Veranderung KG+WHR|
up)
Hivert et al. Amerika 2225/244 =T2D; = HOMAg; =T2D; = HOMAg; =T2D; = HOMAR; BMI, Alter, Alter n. 28a,
2008b (groRteils =[1SI1(0,120)] = [1S1(0,120)] =[1SI1(0,120)] Geschlecht
(prosp.: 28 a Européer)
follow up)
Schwarz et al. Deutschland 254/76 =T2D =T2D nicht getestet nicht adjustiert
2006
Vasseur et al. Frankreich 691/620 Gt T2D; = HOMAR; = | = T2D; = HOMAR; =T2D; = HOMAg; nicht adjustiert
2002 HOMA-S = HOMA-S = HOMA-S
Vasseur et al. Frankreich 270/231 =T2D =T2D nicht getested nicht adjustiert
2005
Gu et al. 2004 Schweden 486/103 G 1 T2D vs. NGT ; =T2D vs. IGT G 1 T2D vs. NGT ; HOMA g: BMI
[IGT: 314] = HOMAR (NGT + =T2D vs. NGT = HOMAR (NGT +

* 1: NGT, 2: manifester T2D, wobei Abweichungen in eckigenriitaern angegeben sing. Die Fallzahlen (Kontroll, Fall)beziehen sich aleén rs266729, fir die jeweiligen anderen Polymanpien kam es zu
geringen Abweichungen der analysierten Probandebgeindiese so gering waren, dass auf eine augftibriDarstellung im Rahmen dieser Dissertationisfetet wird.4: Analyse bei Probanden, welche keinen

pravalenten T2D aufwiesen (n = 111f)positive Assoziatiors: keine Assoziation. Ergebnisse, welche im Rahnesed Dissertation ermittelt wurden, sind blau begyehoben.
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Zunéchst fallt auf, dass die Studien an sich selerbgen sind. So differieren zum einen die
Fallzahlen betrachtlich und zum anderen werden rscitéedliche Indizes des Glukose-

metabolismus in die Analyse mit einbezogen. Destd®ken wurden jeweils unterschiedliche
Modelle analysiert: so wurden z.B. in der DESIRd#u Probanden mit einer gestorten
Nuchternglukose (IFG) und einem inzidenten T2D oer Gruppe der normoglykamischen

Probanden verglichen (Fumeron et al. 2004). Dierdddur fur potentielle Confounder erfolgte

ebenfalls auf eine unterschiedliche Art und Weise.

Aufgrund dieser Unterschiede ist ein Vergleich 8éudien prinzipiell schwierig. Jedoch fallt

trotz der Heterogenitat der Studien im Gesamthiii dass die Assoziationen in Bezug auf den
T2D spaérlich sind.

Einzelne Studien zeigten nichtsdestotrotz posifiggoziationen. So konnte in Bezug auf den
rs266729 die Arbeitsgruppe uuad Efendicund Philippe Froguel eine Assoziation zum
inzidenten T2D nachweisen. Hierbei stellte das @|Adlas Risikoallel da (Gu et al. 2004,
Vasseur et al. 2002). Der Polymorphismus rs17300&&9lediglich in der DESIR- Studie mit
dem T2D und einer gestorten Niuchternglukose agsgziwobei hier der AA/AG-Genotyp mit
einem erhohten Risiko assoziiert war (Fumeron e2@04). Der rs16861194 ist der von den 3
Promotorpolymorphismen bisher am wenigsten untétsuc Hier konnte lediglich die
Arbeitsgruppe unSuad Efendi@ine Assoziation zum T2D nachweisen, wobei dasll&-Aas
Risikoallel darstellte (Gu et al. 2004).

Des Weiteren konnte keine Arbeitsgruppe, analoglen Ergebnissen der im Rahmen dieser
Dissertation erzielten Ergebnisse, eine Assoziatioindizes des Glukosemetabolismus fir alle

3 Einzelnukleotidpolymorphismen nachweisen.

Mogliche Grinde fir das Fehlen einer robusten Assion von den im Rahmen dieser
Dissertation untersuchten Polymorphismen mit Patam des Glukosemetabolismus sowie
dem T2D kénnen vielfaltig sein.

Zum einen kann es naturlich gar keinen Zusammenlgghgn. Auffallend ist allerdings die
doch verhaltnismalig robuste Assoziation mit dekutierenden Plasmaadiponectinspiegeln,
welche selber wiederum sehr reproduzierbar mitreimeodifizierten Diabetesrisiko assoziiert
werden konnten. Theoretisch kénnte es sich alsb auot falsch-negative Ergebnisse handeln,
beispielsweise aufgrund einer zu geringen Poweenelnen Studien. Die Ergebnisse kdnnten

auch auf das Faktum zuriickzufiihren sein, dasslkedseim T2D um ein Krankheitsbild handelt,
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dass durch viele genetische und Umweltfaktoren esoderen Interaktionen bedingt ist
(Ridderstrale et al. 2009), so dass die Beteilignnder Einzelnukleotidpolymorphismen im
AdipoQ- Gen schwierig zu erfassen sind, wenn digseweltfaktoren nicht bericksichtigt
werden.

Als ein Beispiel sei hier der Polymorphismus rsX0&89 genannt, welcher im Rahmen dieser
Dissertation die starkste Assoziation mit den Zidtenden Adiponectinspiegeln aufwies. So
erklart der rs17300539 zu 1,36% [EPIC-Potsdam-Kigfobzw. 1,01% [MeSy-BePo-Sub-
kohorte] die Variabilitat der zirkulierenden Plasadgonectinspiegel.

Nimmt man weiterhin an, dass die Steigerung despdwctinspiegels um 1,0 pg/ml das
Diabetesrisiko um 8,1 % reduziert [EPIC-Potsdam-¢ttd] (Spranger et al. 2003), ist es schon
maoglich, dass zum T2D eine Assoziation besteht zumem auch nicht verwunderlich, dass
diese bisher in den meisten Studien nicht geseleedem konnte, da die Power der im Rahmen
dieser Dissertation untersuchten Studien und ebelsoder meisten anderen publizierten
Studien nicht ausreichend ist, um diesen verhaftafsg kleinen Effekt zu detektieren. Fir diese
Annahme spricht auch, dass der Effekt in den Isiti@ien oftmals Uberschatzt wird, wahrend

nachfolgende Studien den Effekt dann haufig nigstétigen konnen (Hirschhorn et al. 2002).

Ein weiterer Aspekt ist die Berticksichtigung votehaktionen innerhalb eines Genes, Gen-Gen-
Interaktionen sowie von Gen-Umwelt-Interaktionen.

So konnte z.B. die Arbeitsgruppe uptilippe Foguelnachweisen, dass der G_G (rs266729
rs17300539) Haplotyp (HT) mit dem T2D assoziiett mscht jedoch mit dem HOMA-IR sowie
dem HOMA-S, mdglicherweise bedingt dadurch, dass lkidizes in der Gesamtkohorte
bestimmt wurden (Vasseur et al. 2002). Diese Assiori konnte jedoch in der DESIR- Studie
nicht bestatigt werden, moglicherweise bedingt deldudass ein anderer Phanotyp [IFG/T2D
vs. NGT] untersucht wurde (Fumeron et al. 2004¢ Brbeitsgruppe unPhilippe Froguel
konnte weiterhin nachweisen, dass der G_G HT sowwokitiv mit dem T2D als auch negativ
mit dem HOMA-S assoziiert war. Diese Assoziationr yedoch vom Grad der Adipositas
abhangig, was konkret bedeutet, dass bei Probamdsche einen BMI < 30 kg/fraufwiesen,
diese Assoziation nicht signifikant war (VasseualeR005).

Kritisch anzumerken ist jedoch, dass diese Haptatgpalysen_(HT-Analysen) in sehr kleinen
Kohorten erfolgten und daher mit Vorsicht zu inteteren sind. Dies ist auch der Grund,

warum im Rahmen dieser Dissertation bewusst a@f idiit Analyse verzichtet wurde.
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Da neben genetischen Faktoren auch Umweltfaktore@ entscheidende Bedeutung an der
Entstehung des T2D zuzuschreiben sind, erscheiginesoll, diese in der Analyse mit zu

berticksichtigen. Bisher gibt es nur wenige Studiendiesen Aspekt partiell mit einbeziehen
(Cauchi et al. 2008, Vasseur et al. 2005, Wangle?@09), wobei aktuelle europaische
Initiativen diese Fragestellungen an ausreichenBeyprospektive Kohorten addressieren.

Die Arbeitsgruppe umZhang konnte in einem chinesischen Kollektiv aufzeigelass der
Polymorphismus rs266729 in Abhéngigkeit vom Grad Aldipositas, welche vor allem durch
die Uberwiegend sitzende Tatigkeit sowie einem &ibgebot an Nahrungsmitteln mit hoher
Energiedichte bedingt ist (Ridderstrale et al. 2008lla et al. 2009), mit dem T2D assoziiert ist.
Hierbei wiesen adipose T2D-Probanden im Vergleishnermalgewichtigen T2D-Probanden
signifikant haufiger den GG-Genotyp auf (Wang et28l09). Ein &hnliches Ergebnis liel3 sich
auch im europdischen Raum aufzeigen: hierbei wagdd-Probanden mit einem BMPE 30
kg/m? im Vergleich zu T2D-Probanden mit einem BMI < 36/tk* haufiger hetero- bzw.
homozygot fur den rs266729 (Cauchi et al. 2008).Rahmen dieser Dissertation wurde auf die
Analyse einer moglichen Effektmodifikation, sowahirch den BMI, als auch durch das Alter

sowie das Geschlecht aufgrund des Ergebnissesog@rkalkulation bewusst verzichtet.

Zudem erscheint es sinnvoll, neben der Adipositastene Umweltfaktoren, wie z.B. das
Ernéahrungsmuster, in die Analyse mit einzubeziehen.

So konnte z.B. die Arbeitsgruppe u@rdovasin einer spanischen Studie aufzeigen, dass
gesunde Manner (n=59), welche den Wildtyp des rg28Gufwiesen, nach einer 28 téatigen
kohlenhydratreichen Diat bzw. einer Diat mit eindwhen Anteil an mehrfach ungesattigten
Fettsauren (FS) im Vergleich zu einer Diat mit einbohen Anteil an gesattigten FS eine
signifikant héhere Insulinsensitivitat aufwiesets ®Kanner welche homo- bzw. heterozygot fur
den rs266729 waren (Pérez-Martinez et al. 200&nitSkdnnte sich das Ansprechen auf eine
Ernahrungsumstellung auch bei T2D-Patienten in Abglgkeit vom Genotyp unterscheiden,
was zum einen eine individuellere Therapie erméglic wirde und zum anderen kdnnte es
maglich sein, bei Menschen mit einem erhdhten Ri§ik einen T2D eine gezieltere Prophylaxe

durchzufthren.

Vom Grundsatz her eignen sich zur Untersuchung @en-Umwelt-Interaktionen v.a. Studien
mit einem prospektiven Design, wie z.B. die EPIGsBam-Kohorte, da hier im Vergleich zu

Querschnittsstudien ein wesentlicher Bias wegfdlRD-Patienten haben bereits Anleitungen
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erhalten, wie sie ihren Lebensstil verdndern sopli@m ihren Krankheitsverlauf positiv zu
beeinflussen (Grarup et al. 2007). Auf diese Amalysvwurde jedoch analog zur
Haplotypenanalyse im Rahmen dieser Dissertationickget, da dies mit einem entsprechenden

Verlust der ohnehin bereits geringen Power verbomgsvesen ware.

4.3 Starken und Limitationen

Die wohl gro3te Starke der hier prasentierten Enggsle ist in der Tatsache zu sehen, dass die
Ergebnisse (mit Ausnahme des rs266729), welcheem EPIC-Potsdam-Kohorte gewonnen
werden konnten, in der unabhangigen MeSy-BePo-Kehapliziert wurden, wobei hier eine
ahnliche Effektgro3e sowie statistische Signifikamz Bezug auf die zirkulierenden
Plasmaadiponectinspiegel zu verzeichnen war. Siesinés unwahrscheinlich, dass es sich trotz

der grenzwertigen Power der Studienkollektive ulsctfapositive Ergebnisse handelt.

Die Erfassung Klinischer bzw. laborchemischer Patamerfolgte in beiden Kohorten unter
Verwendung von standardisierten Protokollen bzwsajs mit einer hohen Prazision. Des
Weiteren erfolgte die Charakterisierung des Ph&woiy beiden Kohorten anhand der Kriterien
der WHO aus dem Jahre 1999, was die VergleichitatkeiStudien untereinander ermaoglicht.

Die Probanden beider Kohorten (sowohl Falle alshakontrollen) stammen aus derselben
Population und es besteht kein Grund zur Annahrass dler genetische Background sich in
Hinblick auf die Ethnie in beiden Kohorten untersiclet, da die letzte grof3e Immigration im 17
Jahrhundert zu verzeichnen war, als viele Hugenottes Frankreich flliichteten (Klipstein-

Grobusch et al. 2006).

Die Starke der EPIC-Potsdam-Kohorte liegt im pedspen Studiendesign begriindet, d.h. ein
Einfluss einer schon vorhandenen Erkrankung aufAdigonectinspiegel ist ausgeschlossen.
Damit fallt ein wesentlicher Bias weg: T2D-Patienteaben bereits Anleitungen erhalten, wie
sie ihren Lebensstil verandern sollen, um ihren nKneitsverlauf positiv zu beeinflussen

(Grarup et al. 2007), was wiederum das Ergebnisybegsen konnte.

Eine Schwache der EPIC-Potsdam Kohorte hingegerdasts die Diagnose des T2D auf der
Grundlage von Fragebtgen, welche den Patientersandewurden beruhte, wobei allerdings

Validierungsstudien gezeigt haben, dass die waltteati®n ausreichend gut widergespiegelt
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wird (Bush et al. 1989, Midthjell et al. 1992). Derch Iasst sich nicht ausschlie3en, dass sich
Probanden mit einem bisher nicht diagnostiziert2bd in der Kontrollgruppe befanden.

Hierin liegt gleichzeitig die Starke der MeSy-BeRohorte: die Diagnose beruhte auf dem

OGTT, der es zusatzlich ermdglichte, eine genaGé@rakterisierung des Glukosestoffwechsel

vorzunehmen.

Ein Nachteil der MeSy-BePo-Kohorte liegt darin, slae Kontrollen im Vergleich zu den
Fallen deutlich jinger waren, d.h. es ist hier neszuschliel3en, dass diese zu einem spéateren
Zeitpunkt an einem T2D erkranken werden. Weiterbéfinden sich unter den Kontrollen
signifikant mehr Frauen. Hier wiederum ist der édrtder EPIC-Kohorte, dass die Patienten mit
einem inzidenten T2D (Verifizierung der Diagnoseatuden behandelnden Arzt) sowohl in
Hinblick auf das Alter, als auch in Hinblick auf dd&eschlecht mit jeweils 2 Kontrollen
gematcht wurden. Das Geschlecht ist dahingehentitigicdas die Pravalenz des T2D bei
Frauen im Vergleich zu Mannern im Alter von 18-ab&n um 0,9 % hoher ist (Thefeld 1999).

Beide Studien sind weiterhin nicht reprasentativdie Gesamtbevélkerung, bedingt durch die
jeweilige Rekrutierungsprozedur.

Die Teilnahme an einer Studie ist mit einem nichénheblichen Zeitaufwand verbunden, was
vermuten lasst, das nur Personen an den Studlgaertemmen haben, welche tber ausreichend
Zeit sowie ein ausgepragteres Gesundheitsbewusstsdiigten und somit bereit waren, Zeit in

ihre Gesundheit zu investieren.

Die wohl grof3te Limitation ist die, dass nicht dilsessend beurteilbar ist, ob die untersuchten
Einzelnukleotidpolymorphismen selbst fur die Effelderantwortlich sind oder aber andere

Varianten, welche im LD_(Linkage diseqilibrium) ndiesen stehen.

Eine weitere Limitation ist, das sich der Promotdymorphismus rs266729 in der EPIC-
Potsdam-Kohorte nicht im HWE befand und somit digelBnisse schlussendlich nicht zu

interpretieren sind.

Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Dissertatiertzesamtadiponectinspiegel bestimmt.
Hier gibt es Hinweise, dass den posttranslationd#adifikationen des Adiponectin eine
unterschiedliche biologische Aktivitat zukommt (Vgeet al. 2008), wobei die im Rahmen dieser

Dissertation untersuchten Promotorpolymorphismemeke Einfluss auf die Proteinstruktur
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haben sollten (Fumeron et al. 2004). Jedoch konditese mit einem oder mehreren seltenen
Varianten, die einen Einfluss auf diese haben (Véaldal. 2003) im Kopplungsungleichgewicht

stehen (Fumeron et al. 2004).

Und nicht zuletzt sind die im Rahmen dieser Disgemh untersuchten Studien durch ihre
geringen Fallzahlen mit einer entsprechend grertyeer Power limitiert. Hier hat sich die

Genotypisierung in den letzten Jahren revolutidniso dass es moglich ist, genetische
Assoziationsstudien in einem deutlich grof3eren N&dfl3sdurchzufiihren. Ebenso werden
mittlerweile standardmaiig genomweite Genotypisigem durchgefuhrt, wodurch bereits eine
Vielzahl neuer Kandidatengene identifiziert wurddig, z.B. mit dem T2D assoziiert sind (Park
2011).

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse, Schlussfolgegam und Ausblick

Es zeigte sich, dass der Promotorpolymorphismu66&29 in der MeSy-BePo-Kohorte im
Trend (p = 0,012) mit den zirkulierenden Adiponestiiegeln war, wobei hier Trager des
Wildtyps (CC) im Vergleich zu Probanden, welcheehet bzw. homozygot (CG, GG) fur den
Polymorphismus waren, hohere zirkulierende Adiptinepiegel aufwiesen. Das Ergebnis liel3

sich in der EPIC-Kohorte nicht replizieren.

Der Promotorpolymorphismus rs17300539 war in beidéohorten signifikant mit den
zirkulierenden Adiponectinspiegeln assoziiert, wolbéer Trager des Wildtyps (GG) im
Vergleich zum  hetero- und homozygoten  Mutanten (A& niedrigere
Plasmaadiponectinspiegel aufwiesen. Fur den Polyhiemus rs16861194 liel3 sich in beiden
Studien keine Signifikanz verzeichnen, jedoch wiesebeiden Kohorten Trager des Wildtyps
(AA) im Vergleich zu Probanden, welche den hetdrow. homozygoten Genotyp (GA + GG)
beherbergten, hohere zirkulierende Plasmaadipaorspitigel auf. Hier war in der MeSy-BePo-

Kohorte mit einem p-Wert von 0,066 zudem ein Trerigennbar.

Der Promotorpolymorphismus rs17300539 war in umsdfehorten am starksten mit den
zirkulierenden Adiponectinspiegeln assoziiert uedthtigt somit das Ergebnis friherer Studien
(Menzaghi et al. 2007).
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Die Datenlage des rs266729 sowie rs16861194 stefitin der Literatur nach wie vor heterogen
dar. Hier lieRen sich im Rahmen dieser Dissertatlomveise fir eine Assoziation finden, die
jedoch einer Replikation bedirfen. Diese solltealdaveise in grof3en, gut charakterisierten
Studien erfolgen, was durch die in den letztenelakich rasant entwickelnde Verbesserung der
Genotypisierungsmaglichkeiten 6konomisch geseheglintbist.

Eine Assoziation der 3 Promotorpolymorphismen neind T2D bzw. seiner Vorstufen sowie
Indizes des Glukosemetabolismus lief3 sich im Rahdieser Dissertation nicht nachweisen. In
Anbetracht des Ergebnisses der Powerkalkulationdém Endpunkt T2D kann es jedoch
durchaus sein, dass es sich um ein falsch negdingebnis handelt. Hier bleibt abzuwarten, ob
sich in Folgestudien mit einer entsprechenden Padvese Vermutung bestatigen |asst.
Weiterhin erscheint es sinnvoll, Umweltfaktorerdie genetischen Analysen mit einzubeziehen,
da Gen-Umwelt-Interaktionen in der Pathogenesardésfaktoriell bedingten T2D alles andere
als unbedeutend sind. Hierfur eignen sich groR3di&iumit einem prospektiven Ansatz, wie z.b.
die EPIC- Kohorte, welche insgesamt ca. 450.000@d&hden aus 10 verschiedenen européischen
Landern umfasst.

Einem sehr gro3en Stellenwert kommen genomweiteoZatsonsstudien zu, da hier ,neue
Gene* identifiziert werden kdnnen, die an der Pgémese des komplex polygenen T2D beteiligt
sind. So konnten kurzlich im Rahmen des MAGIC- ektgs [Meta-Analyses of Glukose and
Insulin- related traits _Consortium] 10 neue Loci, elehe mit Parametern des
Glukosemetabolismus assoziiert waren, identifizieserden, die die Grundlage fir
weitererfuhrende Studien bilden, um ein besserast&éednis Uber den Glukosemetabolismus
des Menschen zu erlangen. Diese Ergebnisse koéndwm die Entwicklung neuer

Therapieansatze ermdglichen (Dupuis et al. 2010).
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