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Abkiirzungen:

ABCCS8 ATP-binding cassette, subfamily C, member 8
ACTH Adrenokortikotrophes Hormon

AMG Arzneimittelgesetz
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B-end-1-27 beta-endorphin 1-27
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CLIP Corticotropin-like intermediate peptide
DNMT DNA Methyltransferasen

DOTATOC DOTA(0)-Phe(1)-Tyr(3)octreotid

GATAG GATA binding protein 6

GCK Glukokinase

GLP-1R Glucagon-like peptide 1 receptor

GLUD1 Glutamate dehydrogenase 1

GLUT1 Glucose Transporter 1

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

HADH 3-Hydroxyacly-CoA-Dehydrogenase
HNF4A Hepatocyte-Nuclear-Factor-4alpha

IAP intrazisternales A Partikel

INS Insulin

KCNJ11 potassium channel, inwardly rectifiying, subfamily J, member 11
LEP Leptin

LEPR Leptin Rezeptor

MC-1R Melanokortin 1 Rezeptor

MC-3R Melanokortin 3 Rezeptor

MC-4R Melanokortin 4 Rezeptor

MCT-1 Monocarboxylic Acid Transporter Member 1
MODY Maturity Onset Diabetes of the Young

Mrd Milliarden

PC1/2 Prohormonkonvertase1/2

PCBD1 6-pyruvol-tetrahydropterin synthase/ dimerization cofactor of

hepatocyte factor 1 alpha

PCSK1 proprotein convertase subtilisin/ kexin type 1



PET Positronen-Emissions-Tomographie

POMC Proopiomelanokortin
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1. Einleitung

Die Erkrankungen Adipositas und Stérungen der Insulinsekretion im Sinne eines
Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 zahlen zu den haufigsten endokrinen
Erkrankungen. Es gibt jedoch auch seltenere Unterformen dieser Erkrankungen wie
etwa die monogenen Adipositasformen, neonataler Diabetes mellitus oder
angeborener Hyperinsulinismus. Abgesehen von Mutationen bei monogenen
Erkrankungen konnen jedoch auch genetische Varianten in einem Kandidatengen,
die nicht zu einem Verlust der Genfunktion fuhren, das Risiko fur die Entwicklung
einer haufigen Erkrankung wie beispielsweise Adipositas oder einer Storung des
Glukosestoffwechsels ernohen. Dabei sind neue Erkenntnisse Uber eine seltene
Krankheitsform gegebenenfalls auch fur die Ubergeordnete haufige Krankheit von
Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit sollen exemplarisch Beispiele hierfur aufgezeigt werden,
die sich auf pathophysiologische Zusammenhange, neue Madoglichkeiten der
Diagnostik und neue Therapieoptionen im Zusammenhang mit Adipositas bzw.
monogenen Storungen der Insulinsekretion wie Diabetes mellitus Typ 1 bzw.
angeborenen Hyperinsulinismus beziehen. Die Ergebnisse aus der Untersuchung
von seltenen Erkrankungen konnen potentiell dabei fur die haufige Krankheitsform
von Bedeutung sein. Dies stellt den thematischen Rahmen der vorliegenden Arbeit
dar. In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse in Bezug auf (1) Adipositas,
(2) angeborener Hyperinsulinismus und (3) Diabetes mellitus vorgestellt und

diskutiert.

1.1 Adipositas

Ein grolRes weltweites gesundheitspolitisches Problem ist der Anstieg der Haufigkeit
von Adipositas. Von Adipositas spricht man dabei laut Definition der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) ab einem Body-Mass-Index (BMI) von mehr als
30 X9/n2. Bei Kindern und Jugendlichen wird Adipositas ab einem BMI oberhalb der
97. Perzentile definiert. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht davon aus,
dass jahrlich etwa 2 Millionen Menschen an den direkten Folgen einer Fettleibigkeit
weltweit versterben. Dabei beschrankt sich der Anstieg der Adipositaspravalenz nicht
nur auf die Industriestaaten. Auch in den Entwicklungs- und Schwellenlandern ist die



Pravalenz steigend. Dabei ist Adipositas ein bedeutender Risikofaktor fur
Sekundarerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskulare Erkrankungen,
Arthrose, Depression, nicht-alkoholische Steatohepatitis und bestimmte Tumore wie
u.a. das Kolonkarzinom '.

Durch  die notwendige  medizinische  Versorgung insbesondere  der
Folgeerkrankungen der Adipositas entstehen erhebliche Kosten fur das
Gesundheitssystem. So wurden die direkten Kosten fur die Behandlung von
Adipositas und den damit verbundenen Sekundarerkrankungen 2008 in Deutschland
auf 8,6 Mrd. Euro pro Jahr beziffert 2.

Aus diesem Grunde ist es von grof3er Bedeutung die Ursachen der Entstehung von
Adipositas zu verstehen, um dadurch eventuell neue Therapiekonzepte zu

entwickeln.

1.2 Genetik der Regulation des Korpergewichtes

In diversen Studien zeigte sich, dass monozygote Zwillingspaare eine hohe
Konkordanz von bis zu 70 % in Bezug auf ihr Korpergewicht bzw. ihrem BMI
aufweisen 3, Dies kann auf einen hohen genetischen Einfluss fiir die Regulation des
Korpergewichtes hinweisen.

Ein Meilenstein fur das Verstandnis der Gewichtregulation war die Entdeckung des
Hormons Leptin und die Identifizierung von Patienten mit Mutationen in wichtigen
Genen flUr die Gewichtsregulation %14, Auf diese Weise wurde der sogenannte
Leptin-Melanokortin Signalweg identifiziert (Abbildung 1). Dabei wird das Hormon
Leptin vom Fettgewebe sezerniert. Dies erfolgt proportional zur Fettmasse. Leptin
bindet an Leptin Rezeptoren u.a. im Nucleus arcuatus des Hypothalamus. Dadurch
werden Proopiomelanocortin (POMC) exprimierende Neuronen aktiviert. Es kommt
mit Hilfe einer Prohormonkonvertase 2 (PC2) zu der Bildung von «- und f-
Melanozyten-stimulierenden Hormon (a-/B-MSH)'®. MSH ist in der Lage im Nucleus
paraventricularis den G-Protein gekoppelten Melanokortin 4 Rezeptor (MC-4R) zu
aktivieren. Dies fuhrt zu einer Reduktion des Hungergefuhls und reguliert den
Energieumsatz. Mutationen in den entsprechenden Genen dieser einzelnen Schritte
(LEP, LEPR, POMC, PCSK1, MC4R) fuhren beim Menschen und im Nagetiermodell
zu einer frihmanifesten, massiven Adipositas'®. Diese monogenen Ursachen fiir die

Entstehung von Adipositas sind allerdings sehr selten. Man geht davon aus, dass



etwa 1-2% der Patienten mit frihmanifester Adipositas Trager einer funktionell
relevanten Mutation beispielsweise im MC4R Gen sind 7.

Abgesehen von seiner bedeutenden Rolle fur die Gewichtsregulation, wirkt Leptin
auch auf andere Gewebe, wie z.B. Beta-Zellen im Pankreas und hat

immunmodulatorische Aufgaben '8-20,

a/B-MSH Sattigungsgefihl
Leptn | — > & —>  pOMC | —> % -
Energieumsatz
LEPR MC-4R
Fettgewebe Nucleus arcuatus Nucleus paraventricularis

Abbildung 1: Leptin-Melanokortin Signalweg

1.3 Proopiomelanokortin (POMC)

Das Gen POMC (Proopiomelanokortin) wird u.a. im Hypothalamus, Hypophyse, Haut
und Haarfollikeln exprimiert. Mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Pro-
Hormonkonvertasen (PC1 und PC2) entstehen je nach Gewebe unterschiedliche
Peptidhormone (Abbildung 2).

NH, | | cooH
PC-1
I | (] [ actH ]| |
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[ B-MSH | [ B-end-1-27 |

Abbildung 2: Darstellung der proteolytischen Prozessierung von POMC in der Hypophyse (griine
Balken) sowie im Hypothalamus und in der Haut (blaue Balken) modifiziert nach 2'.

Die Prozessierung durch die Prohormonkonvertase 1 fuhrt im vorderen
Hypophysenlappen zu der Produktion von ACTH (Adrenokortikotrophes Hormon). In
der Haut/ Haarfollikeln sowie im Nucleus arcuatus des Hypothalamus dagegen fuhrt
das Vorhandensein der Prohormonkonvertase 2 (PC2) zu der Entstehung von o-/B-
MSH. MSH aktiviert in der Haut/ Haarfollikeln den Melanokortin 1 Rezeptor (MC-1R)



der Melanozyten und flhrt dadurch zu der Bildung von Eumelanin. Im Hypothalamus
aktiviert MSH den Melanokortin 4 Rezeptor (MC-4R) und reguliert damit das
Sattigungsgefuhl. Bei Patienten mit einer homozygoten oder compound
heterozygoten POMC Mutation kommt es deshalb zu der Trias einer fruhmanifesten,
schweren Adipositas (fehlende Aktivierung des MC-4R), ACTH Mangel mit
sekundarem Hypokortisolismus (ACTH Mangel in der Hypophyse) sowie blassem
Hautkolorit mit roten Haaren (fehlende Aktivierung des MC-1R) 0. Weltweit sind zur
Zeit weniger als 100 Patienten mit einer Mutation im POMC Gen bekannt.
Abgesehen von diesen Patienten mit einer homozygoten bzw. compound
heterozygoten POMC Mutation wurde des weiteren beobachtet, dass Trager einer
heterozygoten POMC Mutation ein signifikant hoheres Risiko fur die Entwicklung von
Adipositas haben 2223,

1.4 Behandlung und Therapie von Adipositas

Es existieren die unterschiedlichsten Konzepte zur Behandlung von Adipositas.
Grundsatzlich gibt es einen konservativen Ansatz, in dem vermehrte Bewegung und
eine besonders abgestimmte Erndhrung im Vordergrund stehen?25. Davon
abzugrenzen sind die chirurgischen Interventionsmaoglichkeiten wie Magen-Band-
Operation oder Magen-Bypass-Operation®®. Medikamentése Therapien wie
beispielsweise mit dem Serotonin Rezeptor Agonisten Lorcaserin, oder dem GLP-1
Analog Liraglutide wurden in zahlreichen Studien analysiert 2728, Keines der bisher
zugelassenen Medikamente zeigte allerdings eindeutige und langfristige Effekte in
Bezug auf die Reduktion des Korpergewichtes. Eine Ausnahme stellt die Behandlung
mit dem Botenstoff Leptin von Patienten mit einer Leptin Defizienz basierend auf
einer Mutation im Leptin Gen dar. Hier fuhrt eine Leptin Behandlung zu einer
Normalisierung der initial bestehenden Hyperphagie und dadurch zu einer deutlichen
Reduktion des Korpergewichtes?®. Eine Leptin Behandlung von adipésen Patienten
im Allgemeinen ist jedoch nicht erfolgreich®-32. Der Grund hierflr ist vermutlich die
Entwicklung einer Leptin Resistenz in massiv adiposen Patienten®3. Nach der
Entdeckung der Bedeutung von MSH, haben zahlreiche Firmen versucht, MSH
Peptide in der klinischen Prufung zu testen. Es zeigte sich allerdings, das diese
Peptide entweder nicht wirksam waren oder zu schweren Nebenwirkungen -

insbesondere hypertensiven Krisen — flhrten 3435,



1.5 Epigenetik

Wie bereits erwahnt weisen monozygote Zwillingspaare eine hohe Konkordanz in
Bezug auf ihr Korpergewicht / BMI auf. Allerdings sind monogene Ursachen fur die
Entstehung von Adipositas sehr selten. In den letzten Jahren wurden aus diesem
Grunde groRe genomweite Assoziationsstudien (GWAs) durchgefuhrt. Eine der
bedeutendsten Varianten ist dabei ein SNP (single nucleotide polymorphism) im FTO
Gen®6:37_ Statistisch flihrt das Vorliegen des entsprechenden FTO SNPs zu einem
BMI Anstieg von 0,39 k9/2 pro Allel®®. Allerdings erklart die Gesamtheit der bisher
gefundenen genetischen Varianten (SNPs) weniger als 25% der individuellen
Korpergewichtsvariabilitat®®. Dies steht im Gegensatz zu der hohen Gewichts- und
BMI Konkordanz bei monozygoten Zwillingen. Diese Erklarungslicke wird auch als
,missing heritability“ bezeichnet*°.

Aus diesem Grunde wird diskutiert, ob abgesehen von genetischen Veranderungen
auch epigenetische Varianten die hohe Konkordanz in Zwillingsstudien erklaren
konnten.

Epigenetik umfasst dabei post-translationale Modifikationen der DNA, die die
Expression eines Gens beeinflussen ohne die Gensequenz selbst zu verandern.
Dazu zahlt man u.a. Histonveranderungen und DNA Methylierung'#2. Beim
Menschen kann das Cytosin — insbesondere wenn es vor einem Guanin als CpG
Position vorkommt — an der funften Position des Carbon-Ringes methyliert sein.
Diese DNA Methylierung entsteht mit Hilfe von Methyltransferasen (DNMT1, 3a, 3b)
und ist in sogenannten DNA Methylierungsmustern organisiert. Man geht davon aus,
dass es unmittelbar nach der Befruchtung der Eizelle zu einer Demethylierung fast
des gesamten Genoms kommt und im Anschluss daran — ungefahr zum Zeitpunkt
der Implantation - durch die Methyltransferasen die DNA Methylierungsmuster neu

gesetzt werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Regulation der DNA Methylierung in-utero (modifiziert nach 43). Die rote Linie markiert

den Verlauf der DNA Methylierungsintensitat im Lauf der embryonalen Entwicklung.

DNA Methylierung fuhrt dabei in vielen Fallen zu einer Hemmung der
Genexpression*!. Kommt es zu einer Fehlregulation der DNA Methylierung, kann es
zu der Entstehung von Tumoren und zu sogenannten Imprinting Erkrankungen
kommen#4-46,

Gegenstand einer kontroversen Diskussion ist die Frage, ob epigenetische
Veranderungen und dabei insbesondere Unterschiede der DNA Methylierung auch
bei der Entstehung von weiteren Erkrankungen wie z.B. Adipositas eine Rolle spielen
konnten*’.  Wichtig ist es darauf hinzuweisen, dass DNA Methylierung
gewebespezifisch sein kann und es zum aktuellen Zeitpunkt nicht eindeutig geklart
ist, in welchem Ausmald DNA Methylierung sich im Laufe des Lebens verandert bzw.
unverandert bestehen bleibt*®. Daten, die das Vorliegen einer ,epigenetischen
Uhr nahelegen, weisen zumindest darauf hin, dass sich bestimmte CpG Positionen
im Laufe des Lebens verandern konnten*®, wahrend andere Regionen nahezu
unverandert bleiben. Ein weiterer, kontrovers diskutierter Aspekt ist die inter- und
transgenerationelle Ubertragung der epigenetischen Modifikationen. So weisen
manche Studien darauf hin, dass es sowohl einen maternalen als auch einen
paternalen Einfluss auf den Nachwuchs in Bezug auf das Risiko fur die Entwicklung
von Erkrankungen wie z.B. Adipositas im Laufe des Lebens gibt, der unabhangig von
genetischen Varianten vorliegt %%, Der Mechanismus fiir diese epidemiologischen
und tierexperimentellen Beobachtungen ist bisher jedoch nicht geklart. Allerdings
wird postuliert, dass epigenetische Modifikationen hierbei eine Rolle spielen
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kénnten®2,

1.6 Insulinsekretionsstérung

Die Beta-Zelle des endokrinen Pankreas spielt eine bedeutende Rolle in der
Regulation des Blutzuckers durch die Sekretion von Insulin. Dabei gibt es u.a. zwei
Insulinsekretionsstorungen, die aufgrund einer monogenen Ursache entstehen
konnen. Beim kongenitalen Hyperinsulinismus wird unkontrolliert Insulin
ausgeschittet und es kommt zu rezidivierenden Hypoglykamien5354, Diese seltene
Erkrankung tritt in etwa einer Haufigkeit von 1:50.000 auf und entsteht haufig
aufgrund einer aktivierenden Mutation in einer der Untereinheiten des ATP
abhangigen Kalium-Kanals der Beta-Zelle (Abbildung 4). Diese Mutationen in den
Genen ABCC8 bzw. KCNJ11 fuhren zu einer Depolarisation der Zellmembran und
dadurch zu einer unkontrollierten Ausschuttung von Insulin. Es kommt bei den
betroffenen Patienten zu schweren Hypoglykamien, die unerkannt zum Tode fuhren.
Man unterscheidet eine diffuse Form des kongenitalen Hyperinsulinismus (d.h. alle
Beta-Zellen sind betroffen) von einer fokalen Form (nur ein umschriebener Bereich
weist betroffene Beta-Zellen auf). Die Unterscheidung zwischen diesen beiden
Formen ist letztlich nur durch eine Pankreasbiopsie bzw. histologische Untersuchung
sicher moglich. Seit etwa 10 Jahren steht jedoch auch eine bildgebende Diagnostik
zur Verflgung, die Hinweise auf das Vorliegen einer diffusen bzw. fokalen Form
geben kann®°. Die Darstellung der betroffenen Zellen kann hier mit Hilfe eines 18-F-
DOPA PET CT erfolgen. Dieser PET Tracer reichert sich u.a. in Beta-Zellen an und
wird als Mal} fur die Insulinsekretionsaktivitat gewertet. Bei fokalen Formen — hier
reichert sich der Tracer in einem umschriebenen Areal an - kann eine operative
Resektion zu einer Heilung des Patienten fuhren. Bei diffusen Formen ist der Nutzen
einer Operation nicht belegt. Aus diesem Grunde ist es wichtig, zwischen diesen
beiden Formen sicher zu differenzieren. In diffusen Formen ist eine medikamentose
Einstellung des Blutzuckers notwendig. Dabei ist das Ansprechen der Patienten auf
die unterschiedlichen verfugbaren Medikamente (Diaxozid, Octreotid, Glucagon,

Sirolimus) sehr unterschiedlich®.
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Abbildung 4: Regulation der Insulinsekretion Uber ATP abhéngige Kalium Kanale. Ein Anstieg der ATP
Konzentration fiihrt zum Schlielen des Kaliumkanals und dadurch zur Depolarisation der Beta-Zelle
und zum Kalzium Einstrom. Dies flihrt zur Exozytose der Insulin Vesikel. In rot sind die Gene
gekennzeichnet in denen Mutationen beschrieben wurden, die zu einem angeborenen
Hyperinsulinismus flhren koénnen (GCK=Glukokinase; HNF4A=Hepatocyte-Nuclear-Factor-4alpha;
MCT-1=Monocarboxylic Acid Transporter Member 1; HADH=3-Hydroxyacly-CoA-Dehydrogenase;
GLUD1=Glutamate dehydrogenase 1; GLUT1=Glucose Transporter 1).

Im Gegensatz zum kongenitalen Hyperinsulismus kommt es bei Antikdrper negativen
Diabetes mellitus Typ 1 zu einer fehlenden bzw. unzureichenden Insulinsekretion
und damit zu einem zu hohen Blutzuckerspiegel. Zahlreiche Gene sind inzwischen
bekannt, die bei Funktionseinschrankung zu einem Diabetes mellitus Typ 1 flihren®’.
Dabei gibt es einige Gene wie z.B. ABCC8 und KCNJ11, bei denen eine Mutation - je
nach dem ob es sich um eine aktivierende oder inhibierende Mutation handelt - zu
einem Hyperinsulinismus oder einem Diabetes mellitus Typ 1 fihrt%®. Bei den
monogenen, Antikorper negativen Diabetes Formen unterscheidet man den
neonatalen Diabetes mellitus von MODY Diabetes-Formen (Maturity Onset Diabetes
of the Young). Man geht dabei von einem Vorkommen mit einer Haufigkeit von etwa
2-5:100.000 aus®’.
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2. Eigene Arbeiten zu den Themen Adipositas und Stérungen der
Insulinsekretion

2.1 Epigenetische Regulation des Korpergewichtes

Ergebnisse aus groRen genomweiten Assoziationsstudien weisen darauf hin, dass
die hohe BMI und Gewichts-Konkordanz von eineiigen Zwillingen und die Ergebnisse
groRer Familienstudien vermutlich nicht nur durch genetische Varianten erklart
werden kann3385960  Ays diesem Grunde wurde in den letzten Jahren nach
epigenetischen Veranderungen gesucht, die ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung
von Adipositas im Laufe des Lebens erklaren konnten®'. In zahlreichen Arbeiten
wurden Unterschiede in Bezug auf die DNA Methylierung zwischen adipdsen und
normalgewichtigen Individuen, zwischen adipdsen Patienten nach Intervention oder
im Tiermodell beschrieben®2-%4, Dabei wird in vielen Studien besonders der Einfluss
der Umgebung in-utero auf die DNA Methylierung und das Risiko fur die Entwicklung
von Adipositas untersucht. Allerdings sind die beobachteten Unterschiede haufig
sehr klein und nicht reproduzierbar. Deshalb ist die Interpretation dieser Studien
insgesamt schwierig. Dies hangt damit zusammen, dass in der Regel DNA, welche
aus Blutzellen extrahiert wurde, verwendet wird. Dadurch wird der Aspekt der
gewebespezifischen DNA Methylierung haufig vernachlassigt. Des Weiteren ist in
vielen Fallen die DNA Methylierung vom Genotyp abhangig, und es sind zahlreiche
Beispiele beschrieben worden in denen eine genetische Variante zu einer
Veranderung der DNA Methylierung fiihrt®5%6, Ein weiteres Problem stellt die intra-
und interindividuelle Variabilitdt der DNA Methylierung dar 887, Auch diesbeziglich
wurden selten Kontroll-Experimente in den publizierten Studien durchgefuhrt.

In den folgenden zwei Arbeiten wurden jedoch diese Aspekte berucksichtigt. Es
erfolgte die Untersuchung der DNA Methylierung des POMC Gens, welches — wie
beschrieben — eine bedeutende Rolle in der Regulation des Korpergewichtes spielt.
Es wurde untersucht, ob epigenetische Veranderungen des POMC Gens eine

Bedeutung in der Entwicklung von Adipositas spielen.
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2.2 Neue Therapieoptionen fur monogene Adipositasformen

Monogene Adipositasformen sind selten und die betroffenen Gene stehen in der
uberwiegenden Mehrheit mit dem Leptin-Melanokortin Signalweg in Verbindung. Ein
wichtiger Aspekt dieser Erkrankungen ist die deutliche Hyperphagie, die schon in den
ersten Lebensmonaten bemerkbar ist. Eine Behandlung dieser Patienten mit
konservativen Methoden (vermehrte Bewegung, Ernahrungsberatung,
psychologische Unterstutzung) fuhrt haufig nicht zu einer Stabilisierung des
Korpergewichtes. Deshalb erfolgte in letzter Zeit bei immer mehr Patienten mit
monogener Adipositas eine bariatrische Operation. Die Ergebnisse werden
kontrovers diskutiert®®7°. Aufgrund der publizierten Daten und den individuellen
Verlaufen (personliche Kommunikation) zeichnet sich ab, dass eine bariatrische
Operation bei Patienten mit homozygoter/ compound heterozygoter Mutation in den
Genen POMC und LEPR in den meisten Fallen nicht erfolgreich ist. Die Patientin, bei
der erstmalig eine POMC Mutation beschrieben wurde'® fragte, nachdem es fiir sie
trotz intensiver Bemuhung uber mehr als 18 Jahre nicht moglich war das Gewicht
langerfristig zu stabilisieren, ob man bei lhr trotzdem eine bariatrische Operation
durchfihren konnte. Da eine Operation fur diese Patientin nicht in Frage kam wurde
erwagt, ob eventuell eine medikamentdse Therapie eine Alternative darstellen konnte.
Deshalb wurden alle Firmen — die jemals eine klinische Studie mit einem MSH
Praparat durchgefuhrt hatten - mit der Frage angeschrieben, ob es eine Moglichkeit
geben konnte, die Patientin mit einem MSH Analogon MC-4R Agonisten) im Rahmen
einer klinischen Prufung zu behandeln. So entstand der Kontakt zu einer Firma, die
ihr Praparat Setmelanotide (RM-493) gerade in Phase 1b/ Phase 2a Studien
untersuchte.

Um das Praparat anzuwenden wurde deshalb eine ,investigator initiated”, Phase |l
Studie nach AMG mit dem Melanokortin 4 Rezeptor Agonisten Setmelanotide (RM-
493) in die Wege geleitet, und die Patientin konnte mit dieser Therapie im Rahmen
der klinischen Prifung beginnen (Sponsor: Charité Universitatsmedizin Berlin). Die
Hoffnung bestand darin, dass man zumindest zum Teil das Hungergefuhl und damit
auch das Korpergewicht der Patientin reduzieren und ihre gesundheitliche Prognose

verbessern konnte.
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(Die folgende Publikation ist im Druckexemplar enthalten oder online erhéltlich.)
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K, Blume-Peytavi U, Gruters A, Krude H.
The New England Journal of Medicine, July/2016, p.240-6, 21;375 (3)
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2.3 Diagnostik und Therapie bei dem Vorliegen eines angeborenen
Hyperinsulinismus

Die optimale nuklearmedizinische Darstellung der betroffenen Pankreasregion bei
angeborenen Formen des Hyperinsulinismus stellt eine grol3e Herausforderung dar.
Dies hangt mit den unterschiedlichen Zielproteinen der verwendeten Tracer im PET
zusammen. Das bisher verwendete 18-F-DOPA ist ein Signal fur die Beta-Zell-
Aktivitat. Deshalb ware es von grol3em Vorteil, Beta-Zell-Masse nicht nur Aktivitat
darstellen zu konnen. Dies ware nicht nur positiv fur die Diagnostik bei angeborenem
Hyperinsulinismus, sondern konnte auch beispielsweise bei Patienten mit Diabetes
mellitus eine sinnvolle Anwendung finden.

Eine Alternative zum 18-F-DOPA konnte der 68-Ga Somatostatin Rezeptor Tracer
(DOTATOC = DOTA(0)-Phe(1)-Tyr(3)octreotid) sein, welcher ein Marker fur die Beta-
Zell-Oberflache ist. Zwei Studien im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschaftigen
sich deshalb mit den limitierenden Faktoren fur das 18-F-DOPA PET CT bzw. mit
einer alternativen PET Diagnostik.

Absehen von der teilweise bestehenden Problematik mit den bildgebenden
Verfahren, kann die medikamentose Therapie der Patienten mit angeborenen
Hyperinsulinismus komplex und anspruchsvoll sein. Gerade bei Patienten, die nicht
kurativ operiert werden kdnnen bzw. bei denen eine diffuse Form vorliegt, ist eine
medikamentdse Einstellung des Blutzuckers von grof3er Bedeutung. Bisher wurde
insbesondere Diazoxid und Somatostatin fur die langerfristige Behandlung verwendet.
Auf Diazoxid sprechen nicht alle Patienten mit angeborenem Hyperinsulinismus an,
weshalb haufig Somatostatin in Kombination mit speziell angereicherter Nahrung
(z.B. mit Maltodextrin) angewendet wird. Die Somatostatin-Gabe erfolgt subkutan mit
3-4 Injektionen pro Tag oder uber ein Pumpensystem. Dies stellt haufig fur die
Patienten und die Eltern eine grol3e Belastung dar. Nach der Zulassung eines neuen
langwirksamen Somatostatinpraparates Lanreotide bestand die Hoffnung, dass man
mit einer Gabe des Medikamentes alle 4-6 Wochen, die Belastung fur die Familien
und Patienten reduzieren und somit eine Steigerung der Lebensqualitat bewirken
konnte. Die Wirkung des langwirksamen Somatostatinpraparates Lanreotide wurde
deshalb bei Patienten mit angeborenem Hyperinsulinismus in einer Arbeit naher

untersucht.
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(Die folgende Publikation ist im Druckexemplar enthalten oder online erhéltlich.)
Role of (68)Ga somatostatin receptor PET/CT in the detection of endogenous

hyperinsulinaemic focus: an explorative study

Prasad V, Sainz-Esteban A, Arsenic R, Plockinger U, Denecke T, Pape UF, Pascher
A, Kiithnen P, Pavel M, Blankenstein O.

European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, Aug/2016, p.1593-
600, 43(9)

Link: https://doi.org/10.1007 %2Fs00259-016-3331-7
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Long-term lanreotide treatment in six patients with congenital hyperinsulinism

Kihnen P, Marquard J, Emert A, Meissner T, Raile K, Wannenmacher G,
Blankenstein O
Hormone Research in Paediatrics, Aug/2012, p.106-112, (78)
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2.4 Genetische Ursachen fur die Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1

Monogene Diabetesformen treten sehr selten auf (Haufigkeit: etwa 2-5 auf 100.000
untersuchte Falle)*’. Dabei ist die Kenntnis lber die molekulargenetische Ursache
bei Patienten mit neonatalen Diabetes Formen von Bedeutung. So kdnnen Patienten
mit einer Mutation im ABCC8 Gen auf eine orale medikamentdse Therapie mit
Sulfonylharnstoffen eingestellt werden und bendtigen in der Regel keine Insulin
Therapie”7"3.

Davon abgesehen ist das Wissen um die potentiell genetische Ursache des Diabetes
mellitus bei den Patienten wichtig, um das Risiko der Ubrigen Familienmitglieder zu
beurteilen und ggf. die DNA der Familienmitglieder zu untersuchen. Falls die
entsprechende Mutation schon bekannt sein sollte, ist es eventuell bis zu einem
gewissen Grade mdglich, den weiteren Verlauf der Erkrankung ggf. abzuschatzen”.

Die Identifikation der genetischen Ursache sowie die Phanotyp Charakterisierung
kann dabei zu neuen Erkenntnissen uUber die Regulation der Beta-Zelle und der
Insulinsekretion fuhren. In der folgenden Arbeit wurden Mutationen in einem Gen
PCBD1 identifiziert, die zu einem Antikorper negativen Diabetes mellitus Typ 1

fuhren, naher charakterisiert.
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(Die folgende Publikation ist im Druckexemplar enthalten oder online erhéltlich.)

Recessive mutations in PCBD1 cause a new type of early-onset diabetes

Simaite D, Kofent J, Gong M, Ruschendorf F, Jia S, Arn P, Bentler K, Ellaway C,
Kuhnen P, Hoffmann GF, Blau N, Spagnoli FM, Hubner N, Raile K
Diabetes, Oct/2014, p.3557-64, 63(10)
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3. Diskussion

Die Entwicklung von Adipositas sowie Storungen der Insulinsekretion gehoéren zu
den haufigsten Stoffwechselerkrankungen und spielen eine besondere Rolle fur das
Gesundheitssystem und als Todesursache. Aus diesem Grunde ist die Aufklarung
von  pathophysiologischen =~ Zusammenhangen und  Entwicklung  neuer
Diagnostikmethoden und Therapieoptionen relevant.

3.1 Therapie von POMC defizienten Patienten mit einem MC-4R Agonist

Mutationen im POMC Gen fuhren zu frihmanifester, extremer Adipositas. Ein
Problem fur diese Patienten besteht darin, dass sowohl konservative
Behandlungsmethoden (vermehrte Bewegung und reduzierte Kalorienzufuhr) als
auch eine bariatrische Operation nicht zu einer langerfristigen Gewichtsabnahme
fuhren, da die omniprasente Hyperphagie immer wieder zu einem Anstieg des
Korpergewichtes fuhrt. Aus diesem Grunde erfolgte die Behandlung von zwei POMC
defizienten Patientinnen mit dem MC-4R Agonisten Setmelanotide (RM-493) im
Rahmen einer ,investigator iniitiated“, Phase |l Studie. Diese Therapie fuhrte zu einer
Normalisierung des Hungergefuhls, zu einer Verbesserung der Stoffwechselsituation
und zu einer deutlichen Verbesserung der Lebensqualitat. Das Medikament wurde
gut vertragen und es kam bisher zu keinen schweren Nebenwirkungen. Allerdings
fuhrte die Aktivierung des MC-1 Rezeptors durch das Medikament zu einer
vermehrten Hautpigmentierung und zu einer Veranderung der Haarfarbe.

Der Effekt dieser Behandlung ist vergleichbar mit der Leptin Behandlung von Leptin
defizienten Patienten?®. In beiden Fallen wird im Prinzip der fehlende Botenstoff
(Leptin bzw. MSH) ersetzt. Dadurch wird das durch die Genmutation eingeschrankte
System des Leptin-Melanokortin Signalweges wieder funktionsfahig. Nach der
Beschreibung der Leptin Behandlung vor etwa 20 Jahren wurde die Hoffnung
geaulert, dass Leptin eine medikamentose Therapie auch fur andere
Adipositasformen darstellen konnte” 76, Diese Erwartungen wurden nicht erfillt. Der
Grund hierfur ist die Beobachtung, dass Leptin proportional zur Fettmasse produziert
wird und dementsprechend hohe Leptinkonzentrationen bei den adiposen Patienten
auf die Leptin Rezeptoren im Hypothalamus wirken. Man postuliert, dass sich auf
diese Weise eine Leptin Resistenz entwickelt 7”78, Eine zusatzliche Gabe von Leptin
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fuhrt deshalb nicht zu einer vermehrten Aktivierung des Leptin Rezeptors. Seit
wenigen Jahren wurden im Tiermodell Medikamente zur Verbesserung der Leptin
Signalisierung getestet. In den publizierten Arbeiten flihrte beispielsweise die Gabe
von Celastrol zu einer Reduktion des Gewichtes im Mausmodel’®8, In wie weit
derartige Medikamente auch bei adiposen Patienten eingesetzt werden konnen, ist
Gegenstand von klinischen Studien.

Abgesehen davon bedeutet bei adipdsen Individuen die Entwicklung einer Leptin
Resistenz, dass die Signalisierung des Leptin Rezeptors und damit auch die
Aktivierung der POMC Neurone und die Produktion von MSH eingeschrankt sein
sollte. Dies wurde dazu fuhren, dass sowohl bei Leptin resistenten Personen als
auch Patienten mit einer Leptin Rezeptor Mutation ein partieller MSH Mangel
vorliegen konnte. Wenn diese Hypothese stimmt, dann kamen diese Patienten und
auch die Patienten mit einer eingeschrankten POMC Funktion basierend auf einer
POMC Hypermethylierung (siehe 3.2), als mdgliche Probanden flur eine
medikamentose Therapie mit dem MC-4R Agonisten Setmelanotide in Frage. Zum
aktuellen Zeitpunkt werden im Rahmen der klinischen Prifung nach AMG drei
Patienten mit einer Mutation im Leptin Rezeptor behandelt. Diese und zuklnftige
Untersuchungen werden zeigen, ob der MC-4 Rezeptor Agonist wirksam und sicher
auch bei anderen Adipositasformen angewendet werden kann.

3.2 POMC DNA Methylierung

Das POMC Gen spielt eine bedeutende Rolle fur die Regulation des
Korpergewichtes. Bereits in Tiermodellen wurden Veranderungen der POMC DNA
Methylierung mit der Entwicklung von Adipositas in Verbindung gebracht®'-83, In zwei
vorliegenden Arbeiten®8> wurde eine vermehrte DNA Methylierung in einer
bestimmten Region des POMC Gens (Intron 2 — Exon 3 Ubergang) sowohl in DNA
aus Blutzellen als auch in MSH positiven Neuronen des Hypothalamus bei adipdsen
Kindern bzw. Erwachsenen identifiziert. Es zeigte sich, dass diese POMC Genregion
die Kriterien flr ein sogenanntes metastabiles Epiallel erfullt. Metastabile Epiallele
sind sowohl bei Nagetieren als auch beim Menschen identifiziert worden®. Es
handelt sich um Regionen, in denen die DNA Methylierung stochastisch im Laufe der
Embryonalentwicklung entsteht. Sie konnen von dem Vorhandensein von

transposablen Elementen abhangen, einem paternalen oder maternalen Einfluss
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unterliegen und eine groRe inter-individuelle Variabilitat aufweisen, wobei sich die
DNA Methylierung nicht im Laufe des Lebens verandert. Darlber hinaus wurde eine
Abhangigkeit von dem C1 Metabolismus intrauterin beschrieben. Einer der
bekanntesten Beispiele fur die biologische Relevanz dieser metastabilen Epiallele ist
das A2 Mausmodel®”88, In diesem Mausstamm liegt ein transposables Element
(IAP = intrazisternales A Partikel) im Promoter des Agouti Gens. Je nach
Methylierungsintensitat dieses transposablen Elementes kommt es zu einer
Uberexpression des Agouti Gens und somit zu der Entwicklung von Adipositas und
einer hellen Fellfarbe. Diese Befunde weisen Parallelen zu den Daten Uber die
POMC Methylierung auf. Auch hier gibt es eine Assoziation zwischen dem
Vorhandensein von transposablen Elementen (in diesem Fall Alu Elemente) und der
DNA Methylierung. Des Weiteren zeigt sich eine Abhangigkeit vom C1 Metabolismus

und eine Stabilitat des DNA Methylierungsmusters nach der Geburt.

Man konnte deshalb die Hypothese vertreten, dass durch die Integration der Alu
Elemente in diese POMC Region es zu einer vermehrten DNA Methylierung im
POMC Intron-Bereich kommt, um die Aktivitat der Alu Elemente zu hemmen. Ein
derartiger Zusammenhang zwischen den transposablen Elementen und der DNA
Methylierung wurde bereits beschrieben®. Es wurde auch eine Erkrankung
identifiziert, in der - ganz ahnlich wie bei dem postulierten Szenario - durch die
Integration von Alu Elementen im Bereich des TAF1 Gens es zu einer Veranderung
der DNA Methylierung kommt und dadurch die Funktion dieses Gens verandert wird.
Es entsteht dadurch eine syndromale Erkrankung mit Dystonien®.

Vermutlich regulieren verschiedene Faktoren die DNA Methylierung des POMC Gens.
Es finden sich Hinweise auf stochastische Einflusse, Abhangigkeiten vom C1
Metabolismus und ein paternaler Einfluss. Diese Faktoren fUhren zu einer hohen
inter-individuellen Variabilitat der DNA Methylierung an diesem POMC Intron2-Exon3
Ubergang. Eine vermehrte DNA Methylierung fiihrt dabei nicht als einzige Ursache
zu Adipositas, sondern erhoht das individuelle Risiko fur die Entwicklung von
Adipositas im Laufe des Lebens. Weitere in-vitro und in-vivo Untersuchungen sind
notwendig, um diese Hypothese naher zu untersuchen. Neue Techniken, wie
beispielsweise die Verwendung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC),
konnten hierbei hilfreich sein.

Letztlich kann ein derartiger Pathomechanismus auch bei anderen Krankheiten eine
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Rolle spielen. Transposable Elemente spielen eine bedeutende Rolle in der Evolution
und machen einen sehr hohen Anteil des humanen Genoms aus®'%?2. Man kdnnte
daher postulieren, dass es weitere Regionen gibt, in denen beispielsweise durch das
Vorliegen eines metastabilen Epiallels auch geringe Unterschiede in der DNA
Methylierung zu einer individuellen Risikosteigerung fur die Entwicklung haufig

vorkommender Erkrankungen fuhren konnten.

3.3 Diagnostik und Therapie von kongenitalem Hyperinsulinismus

Die Darstellung der betroffenen Region sowie die medikamentose Einstellung des
Blutzuckers von Patienten mit einem angeborenen Hyperinsulinismus stellt eine
grolle Herausforderung dar. Bis zur Etablierung des 18-F-DOPA PET bei
angeborenen Hyperinsulinismusformen war es nicht moglich, sicher und prazise die
Lokalisation eines Fokus zu bestimmen®®. Aber — wie beschrieben — kann zwar mit
einer hohen Spezifitat und Sensitivitat das 18-F-DOPA PET zwischen fokaler und
diffuser Hyperinsulinismus Form unterscheiden®?, aber in Bezug auf die Ausdehnung
des Fokus kann es zu Fehleinschatzungen kommen®*. Dies hangt damit zusammen,
dass das 18-F-DOPA PET bei Patienten mit angeborenem Hyperinsulinismus
Sekretionsaktivitat der Beta-Zellen darstellt und nicht Beta-Zell Masse®. Somit kann
es sein, dass ein Fokus mit groRer Ausdehnung nicht in seiner Gesamtheit detektiert
wird. Aus diesem Grunde kommen im Prinzip auch andere Tracer zur bildgebenden
Diagnostik bei angeborenem Hyperinsulinismus in Frage. Ein Marker fur die Beta-
Zell Oberflache ist ein 68-Ga Somatostatin Rezeptor Tracer (DOTATOC). In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass dieser Tracer zumindest bei Insulinomen
von Nutzen in der Diagnostik sein kann®. Weitere Studien werden zeigen, ob dieser
Tracer auch bei Formen eines angeborenen Hyperinsulinismus eingesetzt werden
kann und damit eine Alternative zum etablierten 18-F-DOPA PET darstellt.

Abgesehen von der Bildgebung ist die medikamentdse Therapie, falls eine Operation
nicht moglich ist, teilweise sehr komplex. Ein etabliertes Medikament ist Somatostatin
9. Allerdings bedarf es mehrmals taglich subkutaner Injektionen, um den Blutzucker
zu stabilisieren. Ein Fortschritt war deshalb die Entwicklung des Somatostatin Depot-
Praparates Lanreotide, das bei Patienten mit angeborenem Hyperinsulinismus

wirksam ist®®9 und in etwa alle 4-6 Wochen verabreicht werden muss. Auch wenn
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sich in den letzten Jahren durch eine Verbesserung der Diagnostik und neuen
Medikamenten zur Blutzuckereinstellung die Prognose fur Patienten mit dieser
seltenen Erkrankung des endokrinen Pankreas deutlich verbessert hat, so besteht
doch nach wie vor die Notwendigkeit diese neuen Methoden und Therapien zu

optimieren.

3.4 Genetische Ursachen fur die Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1

Antikorper negative Formen des Diabetes mellitus Typ 1 gehoren zu den seltenen
Erkrankungen. In den letzten Jahren hat man diverse Mutationen in zahlreichen
Genen identifiziert, die zu einem Diabetes mellitus Typ1 fiihren57:1%_In den in dieser
Arbeit eingeschlossenen Arbeiten wurden bei Patienten mit Antikorper negativem
Diabetes mellitus Typ 1 Mutationen in dem Gen PCBD1 nachgewiesen und
funktionell charakterisiert'®'. Durch die Charakterisierung und ldentifizierung der
Patienten erhofft man sich neue Einblicke in die Funktion dieser Gene im endokrinen
Pankreas zu gewinnen. Daruber hinaus konnen die Ergebnisse auch Hinweise auf
die pathophysiologischen Zusammenhange bei anderen Insulinsekretionsstorungen
geben. So wurden Varianten in den Kandidatengenen (u.a. GATA6 und INS) in
grollen genomweiten Assoziationsstudie im Zusammenhang mit einem erhdhten
Risiko fiir Diabetes mellitus Typ 2 beschrieben 102103,

Ein weiterer Grund, weshalb man die molekularen Ursachen fur die Entstehung von
Diabetes mellitus Typ 1 erkennen mochte, ist die Hoffnung eventuell auch neue
Therapieansatze zu finden. Ein Beispiel hierfur ist die Identifizierung von Patienten
mit ABCC8 bzw. KCNJ11 Mutationen. Trager dieser Mutationen, die zu neonatalem
Diabetes mellitus fuhren, kdnnen mit Sulfonylharnstoffen behandelt werden und
bedlrfen nicht zwingend einer Insulin Substitutionstherapie’®. Auch wenn diese
Beispiele — wie auch die Therapie mit einem MC-4R Agonist bei Patienten mit einer
POMC Mutation — selten sind, so zeigen sie doch auf, dass es im Interesse der

Patienten ist, weiter nach den molekularen Ursachen zu suchen.
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4. Zusammenfassung

Adipositas und Storungen der Insulinsekretion sind zwei bedeutende endokrine
Erkrankungen.

In Bezug auf die Regulation des Korpergewichtes konnte eine epigenetische
Variante im POMC Gen als metastabiles Epiallel bei adipdsen Patienten detektiert
werden, die mit einem erhohten individuellen Risiko fur die Entwicklung von
Adipositas im Laufe des Lebens assoziiert ist. Des Weiteren wurde im Rahmen einer
sinvestigator initiated® Phase Il Studie die Behandlung von POMC defizienten
Patienten mit einem MC-4R Agonisten durchgefuhrt. Die Behandlung fuhrte zu einer
Reduktion des Korpergewichtes von mehr als 50 kg innerhalb eines Jahres und zu
einer deutlichen Verbesserung der Lebensqualitdt in den bisher behandelten
Patienten. Basierend auf diesen Daten wird eine Zulassungsstudie fur dieses
Praparat begonnen werden.

Abgesehen von der medikamentdosen Therapie von Patienten mit monogener
Adipositas, wurde daruber hinaus das neue Somatostatin-Depotpraparat Lanreotide
bei Patienten mit einem angeborenen Hyperinsulinismus untersucht. Es zeigte sich,
dass Lanreotide zu einer Stabilisierung des Blutzuckers fuhrte und das Risiko fur
Hypoglykamien senkte. Des Weiteren wurden die bildgebenden Techniken fur fokale
Formen eines angeborenen Hyperinsulinismus naher untersucht und aufgezeigt,
dass bei groflen Fokusformen keine sichere Darstellung gewahrleistet ist. Als
Alternative scheint ein Tracer in Frage zu kommen, der an die Somatostatin
Rezeptoren auf der Beta-Zelle bindet und somit Beta-Zell Masse darstellen kdnnte
(DOTATOQC). Dieses Prinzip wurde bei Patienten mit einem Insulinom untersucht.
Schliel8lich wurden Mutationen in dem Gen PCBD1 bei Patienten mit Antikdrper
negativen Diabetes mellitus Typ 1 Formen identifiziert. Es erfolgte eine funktionelle
Charakterisierung der gefunden genetischen Varianten, und es wurden so neue
Erkenntnisse Uber die Regulation der Beta-Zelle gewonnen.

Mutationen in bestimmten Genen wie z.B. bei dem POMC Gen flihren zu einem
eindeutigen Phanotyp mit fruihmanifester Adipositas. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, das Modifikationen der Genexpression, wie beispielsweise durch
epigenetische Varianten, zu einer teilweise eingeschrankten Funktion des Gens und
damit zu einem milden Phanotyp fuhren konnen, wie das Beispiel der POMC

Hypermethylierung von adipdsen Patienten aufzeigt. Des Weiteren ergeben sich aus
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neuen Therapieoptionen von seltenen Erkrankungen — wie die Behandlung von
POMC defizienten Patienten mit einem MC-4R Agonisten — moglicherweise neue
Behandlungsmaoglichkeiten fur ahnliche Erkrankungen. So wurden beispielsweise
Patienten mit einer LEPR Mutation in die Studie zur Behandlung mit dem MC-4R
Agonisten eingeschlossen.

Letztlich implizieren die vorgestellten Ergebnisse, dass die hier beschriebenen
Beobachtungen auch fur die haufig auftretenden Erkrankungen (Adipositas, Diabetes
mellitus Typ 2) von Bedeutung sein konnten. Es ergibt sich beispielsweise die Frage,
wie viele adipose Patienten eine POMC Hypermethylierung aufweisen und ob auch
allgemein Leptin resistente, adipdse Patienten von einer Behandlung mit dem MC-4R
Agonisten Setmelanotide profitieren konnten. Daruber hinaus konnte der DOTATOC
Tracer, der hier bei Insulinomen eine Anwendung gefunden hat, auch bei Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 1 und 2 ggf. die Masse der noch vorhanden Beta-Zellen
darstellen. Ein ahnliches Prinzip wird zur Zeit mit einem Tracer Exendin-4 gegen den
GLP-1 Rezeptor untersucht'®.  From rare to common® als Prinzip fir eine
individualisierte Diagnostik und Therapie von Patienten konnte in den kommenden
Jahren eventuell zu einer Verbesserung der Versorgung und der Prognose der

Patienten flhren.
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