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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Das Kérpergewicht

Das Korpergewicht des Menschen ist ein komplex regulierter Phénotyp, der durch
kulturelle, soziale, sozio6konomische, psychologische und metabolische Faktoren
beeinflut wird. Tierexperimentelle Befunde, aber auch Familien-, Adoptions- und
Zwillingsstudien deuten auf eine genetische Beteiligung hin [Hebebrand und
Remschmidt, 1995a+c]. Auch psychiatrischen Erkrankungen, die mit der Ausbildung
eines Gewichtsextrems einhergehen, wie zum Beispiel Anorexia nervosa (AN), werden
genetische Ursachen zugeschrieben [Holland et al., 1988; Hebebrand et al., 1995a].

Die Energiebilanz hat Einfluf auf das Korpergewicht. Sie beschreibt einerseits die
Zufuhr durch Nahrungsaufnahme und andererseits den Verbrauch des Korpers an
Energie. Verhalten sich diese beiden Komponenten im Gleichgewicht, besteht eine
ausgeglichene Bilanz, was sich in stabilem Korpergewicht zeigt. Bei negativer
Energiebilanz (Verbrauch > Zufuhr) sinkt das Korpergewicht, bei positiver Bilanz steigt
es. Dabei spielt das EBverhalten eine grofle Rolle. Nur zum Teil ist es kognitiv, also
bewulit durch Wissen, Information und die Einstellung, gesteuert. Weitere Dimensionen
sind z. B. emotionaler Ursache (Depression, Strelessen) oder biologischer Ursache
(genetische Mechanismen). Auf der anderen Seite hat die korperliche Aktivitdt einen
erheblichen Anteil an der FEinstellung der Energiebilanz. Zu wenig &ufBlert sich in

Gewichtszunahme, zu viel in Gewichtsabnahme [Ellrott und Pudel, 1996].

1.2 Leptin

Bei der Regulation des Korpergewichts handelt es sich um einen komplexen und noch
nicht bis ins Detail entschliisselten Prozef3, bei dem verschiedene Komponenten (z.B.
Neuropeptid Y, Melanocorticotropes Hormon und Serotonin) eine Rolle spielen
[Hebebrand et al., 1996a; Qu et al., 1996]. Besondere Bedeutung wird dem Leptin
zugesprochen, einem in Adipozyten gebildeten Protein, welches langfristig
Energieaufnahme und -verbrauch reguliert. Diese Regulatoren funktionieren {iiber
Regelkreise, bei denen der Hypothalamus das Regelzentrum ist. Dabei spielen u. a. der
Nucleus ventromedialis als ,,Séttigungszentrum™ und der laterale Hypothalamus als

»EBzentrum* eine Rolle [Silbernagl und Lang, 1998]. Bei der sogenannten ,, Lipostase-
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Hypothese* wird postuliert, da} die Fettmasse des Korpers mit Hilfe eines von den
Fettzellen sezernierten Stoffes (evtl. Leptin) festgestellt wird und Riick-
kopplungsmechanismen diese Masse iiber Anderungen von Appetit und korperlicher

Aktivitédt konstant halten (s. Abbildung 1.1).

—> I Nahrungsaufnahme Tu/oEnergieverbrauchi

Fettgewebe T
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Abbildung 1.1: Regelkreislauf der , Lipostase-Theorie” [mod. nach Silbernagl und
Lang, 1998]

Leptin erhielt seinen Namen aus dem griechischen (,, leptos“ = ,,diinn*) [Halaas et al.,
1995], weil es als Protein dazu in der Lage ist, das Korpergewicht von Mausen zu
reduzieren. Die schon vor mehr als 40 Jahren postulierte ,, Lipostase-Theorie*
[Kennedy, 1953] wird durch Parabiose-Experimente aus den 70er Jahren gestiitzt, wobei
die Kopplung der Blutkreisldufe von normalgewichtigen und adipésen Méusen (obese-
Mause) zu einer deutlichen Gewichtsabnahme bei den letzteren gefiihrt hat [Coleman,
1978]. Ende 1994 gelang es dann, das obese-Gen und sein Genprodukt (Leptin) bei
Maus und Mensch zu identifizieren [Zhang et al., 1994]. Seither wird die Rolle dieses
Gens sehr intensiv untersucht. Das vorwiegend im Fettgewebe synthetisierte Leptin ist
ein 16 Kilodalton Protein, welches bei ob/0b-Mausen nicht vorhanden ist aufgrund von
zwei verschiedenen Punktmutationen. Exogen appliziertes Leptin fithrt bei diesen
Maiusen zu Gewichtsabnahme, Abfall der Insulin- und Glukose-Konzentrationen, sowie
zur Zunahme von Grundumsatz, Korpertemperatur und Aktivitdtsgrad [Halaas et al.,

1995; Pelleymounter et al., 1995; Weigle et al., 1995].
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Die Expression der ob-mRNA ist bei Mdusen vom Erndhrungsstatus abhéngig: Fasten
verringert die Expression, Wiederfiitterung 146t sie wieder ansteigen [Trayhurn et al.,
1995a]. Desweiteren korrelieren die ob-mRNA-Spiegel mit dem Korpergewicht und der
gespeicherten Fettmenge.

Beim Menschen deutet die Kopplung der Leptingen-Region mit extremen Formen von
Adipositas auf eine Mutation oder Variante des ob-Gens als Ursache extremer
Adipositasformen hin [Reed et al., 1996; Clément et al., 1996; Roth et al., 1997; u. a.].
Mittlerweile konnten auch Mutationen im 0b-Gen identifiziert werden, die mit einem
kongenitalen Leptin-Mangel einhergehen und bereits im Kindesalter zu massiver
Adipositas, Hyperphagie und Hyperinsulindmie fithren [Montague et al., 1997a; Strobel
etal., 1998].

Auch beim Menschen korrelieren die ob-mRNA-Spiegel mit dem Korpergewicht und
der Fettmasse [Hamilton et al., 1995]. Adipdse Personen haben gegeniiber schlanken
Personen erhohte Expression, Frauen weisen gegeniiber Ménnern erhohte Werte auf,
was auf eine geschlechtsabhingige Regulation schlieBen 146t [Lonnqvist et al., 1995].
Bei der Regulation der Leptin-Produktion scheinen auch Insulin und Glukose eine Rolle
zu spielen [Boden et al., 1996], weiterhin spielen das sympathische Nervensystem
[Trayhurn et al., 1995b], Glukokortikoide [Wabitsch et al., 1996] und NPY [Stephens et
al., 1995] eine Rolle bei der Signaliibermittlung.

Nach der Identifizierung des Leptingens wurde auch ein leptinbindender Rezeptor bei
Maus und Mensch kloniert [Tartaglia et al., 1995]. Es konnte nachgewiesen werden, daf3
der Phédnotyp der db/db-Miause auf eine defekte Leptin-Rezeptorform und somit
fehlende Leptinwirkung zuriickzufiihren ist [Lee et al., 1996].

1.3 Untersuchungsverfahren

Da das obese-Gen und sein Produkt Leptin in Zusammenhang mit der Auspragung des
Phinotyps Korpergewicht zu stehen scheinen, wurde eine Variante im Leptingen auf
Assoziation und Kopplungsungleichgewicht in unterschiedlichen Gewichtskollektiven
und bei Patientinnen mit Anorexia nervosa untersucht.

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und anschlieBender Gel-
Elektrophorese wurde die aus dem Blut der Probanden extrahierte DNA hinsichtlich

eines Polymorphismus im Leptingen untersucht.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Korpergewicht und dessen Regulation

Das Korpergewicht des Menschen kann nicht als isolierte Grofle betrachtet werden,
vielmehr ist es von unterschiedlichen Variablen abhingig, zu denen KorpergroBe,
Geschlecht und Alter gehoren [Gray, 1989]. Anhand von Untersuchungen
amerikanischer Lebensversicherungsanstalten wurden Ende der 50er Jahre erstmals
Durchschnittsgewichte in Abhéngigkeit von KorpergroBe, Alter und Geschlecht
ermittelt und anhand der lingsten Uberlebensrate die sogenannten Idealgewichte
definiert [Metropolitan Life Insurance, 1959]. Da man diese nicht auf die verschiedenen
Populationen iibertragen kann, bedient sich die moderne epidemiologische
Gewichtsforschung des Body-Mass-Index (BMI oder Quetelet Index). Seine Formel

lautet:

Korpergewicht [kg]

Korpergrofle [m]?

Der BMI wird verwendet, weil er eine hohe Korrelation zum Koérpergewicht (0,6 — 0,8)
zeigt, aber nur eine geringe zur KorpergroBe (- 0,15). Somit ist es moglich, ein
weitgehend korperldngenbereinigtes Gewicht zu erhalten. Mit Hilfe des BMI wurden
verschiedene Definitionen zu den Gewichtsklassen erstellt. Die weitest verbreitete ist

die nach WHO [1998] (siehe Tabelle 2.1).

Gewichtsklasse Body-Mass-Index (kg/m?)
Untergewicht <18.,5
Normalgewicht 18,5-249
Ubergewicht >25

Priaadipositas 25,0-29.9
Adipositas Grad I 30,0-34.9
Adipositas Grad 11 35,0-39,9
Adipositas Grad IIT >40

Tabelle 2.1: Definition der Gewichtsklassen [nach WHO, 1998]
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Bei dieser Einteilung der Gewichtsklassen wird allerdings das Alter nicht berticksichtigt.
Das Korpergewicht ist aber auch vom Alter abhingig. So nimmt der Erwachsene
jéhrlich ca. 100 - 500 g an Gewicht zu [Hebebrand et al., 1995a]. Abhéingig von den
verschiedenen Entwicklungsphasen des Menschen weist der BMI deutliche
Schwankungen auf [Rolland-Cachera, 1993]. Begriinden kann man dies durch einen
unterschiedlichen prozentualen Anteil von Fett und fettfreier Masse am
Gesamtkorpergewicht in den verschiedenen Entwicklungsphasen [Gray, 1989].
Schwierig ist es daher eine altersunabhéngige Definition der Gewichtsklassen zu
erhalten und auch den unterschiedlichen Verteilungen von Fett und fettfreier Masse bei
Mann und Frau gerecht zu werden. In einigen Lidndern wurden aufgrund dessen
sogenannte Altersperzentile flir beide Geschlechter getrennt eingefiihrt [z. B.: Coners et
al., 1996; Hebebrand et al., 1994]. Sie erlauben es, den BMI eines Menschen in Bezug
zur jeweiligen Alterspopulation zu setzen [Hebebrand et al., 1994] (siehe Tabelle 2.2).

Gewichtsklasse Perzentil
Untergewicht <15.

Adipositas 85.-95.
extreme Adipositas >95.

Tabelle 2.2: Altersperzentile flir verschiedene Gewichtsklassen [nach Hebebrand et al.,

1994]

Der BMI bei Geburt hat eine nachweisbare - wenn auch nur sehr kleine -
Vorhersagekraft fiir den BMI im Erwachsenenalter. Mit zunehmendem Alter steigen die
BMI-Korrelationen zum Gewicht Erwachsener an [Rolland-Cachera et al., 1988; Casey
etal., 1992].

Im allgemeinen wird angenommen, dal das Korpergewicht hauptsidchlich durch
Umweltfaktoren reguliert wird, da eine erhohte Energiezufuhr zu einer
Gewichtszunahme fithrt. Wenn man aber bedenkt, dal bei einer jéhrlichen
Gesamtenergiezufuhr von durchschnittlich 900.000 Kilokalorien das Gewicht nur wenig
ansteigt (100 - 500 g), sicht man, da3 das Korpergewicht einer strengen Regulation
unterliegt [Hebebrand et al., 1995a]. Diese Regulation beruht auf Genotyp-Umwelt-
Interaktionen. Eine strikte Einteilung in genetische und Umweltfaktoren ist kaum

moglich. Ahnlich wie auch das AusmaB von korperlicher Betitigung genetischen
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Faktoren unterliegt [Pérusse et al., 1989], so unterliegt auch das Korpergewicht
genetischen Faktoren (zum Beispiel erhohte Préferenz fiir fettreiche Lebensmittel). Zu
den Umweltfaktoren zdhlen: fettreiche Nahrung, mangelnde korperliche Betdtigung,
tiberméBiges Fernsehen, Aufwachsen als Einzelkind oder als Kind alleinerziehender

Eltern [Poskitt, 1993].

2.2 Formalgenetische Studien zur Korpergewichtsregulation

Die Beteiligung genetischer Faktoren an der Regulation des Korpergewichts 146t sich
anhand verschiedener Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien darstellen.
Untersuchungen an getrennt und gemeinsam aufgewachsenen Zwillingspaaren zeigen,
daB} genetischen Faktoren eine entscheidende Rolle zukommt. Die Intrapaarkorrelation
des BMI bei monozygoten Zwillingen betrégt ca. 0,7 (unabhéngig vom Geschlecht).
Interessanterweise dhneln sich gemeinsam aufgewachsene Zwillinge nicht mehr als
getrennt aufgewachsene Zwillinge. Das gemeinsame Aufwachsen hat somit offenbar
keinen Einflufl auf den BMI. Ein genetischer Einflufl auf den BMI zeigt sich iiber das
gesamte Gewichtsspektrum [Stunkard et al., 1990].

Bouchard und Mitarbeiter untersuchten mit Zwillingsansidtzen Genotyp-Umwelt-
Interaktionen. Unter standardisierten Bedingungen wurden eineiige Zwillinge
tibererndhrt, fiir den Zeitraum von 100 Tagen bekamen sie téglich 1000 kcal zusétzlich
zum zuvor ermittelten Tagesbedarf. Dabei stellte sich heraus, daBl innerhalb der
monozygoten Zwillingspaare die Zunahme an Gewicht signifikant dhnlicher war als im
Vergleich der Zwillinge insgesamt [Bouchard et al. 1990; Poehlmann et al., 1986].
Andere Studien zur Uberpriifung des genetischen Einflusses auf den BMI sind
Adoptionsstudien. Dabei zeigt sich, dal der durchschnittliche BMI der leiblichen Eltern
in Abhingigkeit vom Gewicht der Adoptivlinge ansteigt. Es zeigen sich
Geschlechtsabhéngigkeiten: die Beziehung zwischen leiblichen Miittern und
Adoptivkindern ist hochsignifikant (p < 0,0001), die Beziehung zwischen leiblichen
Vitern und Adoptivkindern ist gerade signifikant (p < 0,02). Ein Test zur
Trendbestimmung ergibt eine ausgeprigte lineare Komponente fiir beide leiblichen
Eltern [Stunkard et al., 1986].

Der BMI leiblicher Geschwister von Adoptivlingen steigt signifikant in Abhingigkeit

vom Gewicht der Adoptivlinge an. Der BMI der Halbgeschwister zeigt einen stetigen,
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insgesamt aber schwécheren Anstieg tiber die verschiedenen Gewichtsklassen der
Adoptivlinge hinweg. Die BMIs der leiblichen Geschwister der Adoptivkinder aus der
hochsten Gewichtsklasse sind ebenfalls deutlich erhoht, was man als Hinweis darauf
wertet, dall es einen stark ausgeprédgten genetischen Effekt fiir die Entstehung der
Adipositas gibt [Hebebrand und Remschmidt, 1995a].

Auch fiir Anorexia nervosa gibt es Zwillingsuntersuchungen: Monozygote weibliche
Zwillinge zeigen eine Konkordanz von 55 % und dizygote weibliche Zwillinge von 7 %.
Schwere Anorexieverldufe sind nicht signifikant hiufiger konkordant gegeniiber
leichteren Verlaufsformen [Holland et al.; 1984 + 1988]. Heritabilitdtsschitzungen
ergeben, daB3 bis zu 75 % genetische Faktoren an der Entwicklung einer Anorexia
nervosa beteiligt sind. Fichter [1985] und Schepanek [1992] kommen zu dhnlichen

Ergebnissen.

2.3 Adipositas

Adipositas  (Fettleibigkeit) resultiert aus einem Ungleichgewicht zwischen
Kalorienaufnahme und Energieverbrauch zugunsten der Kalorienaufnahme. Als
hiufigste Erndhrungsstorung der westlichen Gesellschaft stellt sie ein groBes
medizinisches und soziookonomisches Problem dar. Vor allem eine stammbetonte
Fettverteilung geht mit einer erhohten Prdvalenz von kardiovaskuldren Erkrankungen,
Diabetes mellitus Typ II, Hiatushernie, Cholezystolithiasis und verschiedenen
Malignomen einher [Burton et al., 1985]. Betrachtet man Adipositas aus
evolutionsbiologischer Sicht, so scheint es einleuchtend anzunehmen, daB Ubergewicht
mit einem evolutiondren Vorteil einher geht, da iibergewichtige Menschen in
Hungerperioden bessere Uberlebenschancen hatten. Das in westlichen Industrienationen
vorhandene Uberangebot an hochkalorischer Nahrung stellt allerdings fiir den Menschen
eine neue Situation dar und fiihrt in den letzten Jahrzehnten dazu, daf} ,,dickmachende®
Genotypen sich eher nachteilig auswirken [Hebebrand und Remschmidt, 1995b].
Dennoch ist die Pravalenz von Adipositas in vielen europdischen Landern in den letzten
Jahren angestiegen [Barth et al., 1997; Seidell et al., 1995; Kuskowska-Wolk et al.,
1993].

Bei der Adipositas lassen sich verschiedene Formen unterscheiden. Die stammbetonte

Adipositas (auch androider oder Apfel-Typ genannt), die hauptsidchlich Manner betrifft,
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geht dabei vor allem mit den o. g. Erkrankungen einher. Dies ist bei der hiiftbetonten
Adipositas (auch gynoider oder Birnen-Typ genannt) nicht der Fall. Neben diesen
allgemeinen Formen gibt es auch lokalisierte Fettansammlungen, wie z. B. das
Vollmondgesicht beim Cushing-Syndrom. Als weitere Beurteilungskriterien ob
Adipositas vorliegt, lassen sich neben dem BMI noch die waist-to-hip-ratio (WHR,
Taillen/Hiiftumfangs-Quotient) und die Dicke von verschiedenen Hautfalten (z. B. {iber
dem M. triceps brachii) hinzuzuiehen. Dabei sollte z. B. die WHR bei Frauen < 0,85
und bei Ménnern < 1 sein, um der Entstehung von Begleiterkrankungen vorzubeugen
[FiieBl et al., 1998]. Trotz vieler Versuche, Adipositas zu behandeln (mit Diét,
Bewegungstherapie oder Medikamenten), gibt es bisher noch keine langfristig effektive
Therapieform. Nichts desto trotz verschlingt die Behandlung der Adipositas jahrlich
viele Millionen DM und es scheint umso nétiger, Kenntniss von den Faktoren zu
erlangen, die ursdchlich fiir das Ungleichgewicht im Energiehaushalt verantwortlich

sind.

2.4 Anorexia nervosa

Diagnostische Kriterien nach DSM 1V:

Nach den internationalen DSM [V-Kriterien [American Psychiatric Association (APA),

1994] gehoren zur Diagnose einer Anorexia nervosa (AN) mindestens vier Kriterien.

Dazu zéhlen:

A. Weigerung, das Minimum des fiir Alter und Korpergrifse normalen Korpergewichts
zu halten (z. B. der Gewichtsverlust fiihrt dauerhaft zu einem Korpergewicht von
weniger als 85 % des zu erwartenden Gewichts; oder das Ausbleiben einer wihrend
der Wachstumsperiode zu erwartenden Gewichtszunahme fiithrt zu einem
Korpergewicht von weniger als 85 % des zu erwartenden Gewichtes).

B. Ausgeprigte Angste vor einer Gewichtszunahme oder davor, dick zu werden, trotz
bestehenden Untergewichts.

C. Storung in der Wahrnehmung der eigenen Figur und des Korpergewichts,
tibertriebener Einfluf3 des Korpergewichts oder der Figur auf die Selbstbewertung,
oder Leugnen des Schweregrades des gegenwdrtigen geringen Korpergewichts.

D. Bei postmenarchalen Frauen das Vorliegen einer Amenorrhoe, d. h. das Ausbleiben

von mindestens drei aufeinanderfolgenden Menstruationszyklen (Amenorrhoe wird
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auch dann angenommen, wenn bei einer Frau die Periode nur nach Verabreichung
von Hormonen, z. B. Ostrogen, eintritt).
Zusiétzlich zu diesen vier Kriterien kann man noch zwei verschiedene Typen der

Anorexia Nervosa unterscheiden:

Restriktiver Typ:

Wihrend der aktuellen Episode der Anorexia Nervosa hat die Person keine
regelmdpigen ,, Frefanfdille” gehabt oder hat kein , Purging“-Verhalten (das heifst
selbstinduziertes Erbrechen oder Mifibrauch von Laxantien, Diuretika oder Klistieren)

gezeigt.

Binge-Eating/Purging-Typus:
Wéhrend der aktuellen Episode der Anorexia Nervosa hat die Person regelmdfig
Frepanfdlle gehabt und hat Purgingverhalten (das heifit selbstinduziertes Erbrechen

oder Mifsbrauch von Laxantien, Diuretika oder Klistieren) gezeigt.

Laut ICD - 10 [WHO, 1992] liegt das Gewichtskriterium fiir eine Anorexia Nervosa ab
einem BMI < 17,5 kg/m” vor. Diese Definition beriicksichtigt in keiner Weise das Alter
der Patienten. Auch bei den DSM-IV Kiriterien ist es schwer einzuschéitzen, wie hoch
das zu erwartende Gewicht in jedem individuellen Fall sein sollte. Deshalb sollten auch
zur Diagnose der Anorexia nervosa die zuvor beschriebenen Altersperzentile fiir den
BMI herangezogen werden. Nach Hebebrand et al. [1996b] liegen die Gewichtskriterien
zur Diagnosestellung der AN zwischen der 5. und 10. Altersperzentile, wobei stationér
behandelte Patientinnen meist einen BMI unterhalb der 3. Perzentile haben. Aulerdem
148t sich mit Hilfe der Altersperzentile das Problem der Bestimmung eines individuellen
Zielgewichtes besser angehen [Hebebrand et al., 1996b]. Die Prognose verschlechtert
sich deutlich, wenn im Akutstadium der Erkrankung der BMI auf unter 13 kg/m? fillt
[Hebebrand et al., 1997].

Anorexia nervosa kommt gehéuft bei Frauen vor (80 % ). Die Inzidenz scheint in den
letzten Jahrzehnten steigend zu sein. Der Krankheitsbeginn zeigt zwei
Manifestationsgipfel: das 14. und das 18. Lebensjahr. Selten erkranken die Patienten vor
der Pubertit oder nach der vierten Lebensdekade. Das Krankheitsbild der AN geht mit
verschiedenen somatischen Symptomen einher: Hypothermie, Odeme, Bradykardie,

Hypotonie, Lanugo-Behaarung. Ebenfalls kommt es zu laborchemischen
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Veranderungen: Leukopenie, Lymphozytose, Hypoglykédmie, Hypercholesterindmie. Die
AN stellt eine Bedrohung fiir alle Korperfunktionen dar. Dies zeigt sich auch darin, daf3
Storungen der Hormonfunktionen zu einer Pubertdtsverzogerung fithren koénnen, der
Metabolismus der Schilddriisenhormone gestort wird und es beispielsweise zu einem
Anstieg von Kortisol und Wachstumshormonen kommt [APA, 1994].

Neben der Anorexia nervosa, die als schwerwiegende psychiatrische Stérung gilt, lief3
sich auch bei anderen psychischen Stérungen ein EinfluB3 auf das Gewicht nachweisen.
Von 51 miénnlichen Jugendlichen, die wegen Zwangsstérungen in der Klinik fiir
Kinder- und Jugendpsychiatrie in Marburg behandelt worden sind, lagen ca. ein Drittel
unterhalb der 10. BMI-Altersperzentile. Das niedrige Korpergewicht der ménnlichen
Jugendlichen war nur in wenigen Féllen mit einem klinisch auffilligen EBverhalten
assoziiert [Henninghausen et al., 1999]. Die Frage zum pathogenetischen
Zusammenhang mit der AN stellt sich dennoch. Moglicherweise fiihrt ein niedriges
Korpergewicht bei Méddchen und jungen Frauen relativ schnell zur Diagnosestellung
einer AN, wihrend gleichaltrigen Jungen mit einem vergleichbar niedrigen BMI nicht

die gleiche Bedeutung zukommt [Hebebrand et al., 1995b].

2.5 Monogene Tiermodelle

Bei der Maus konnten auf verschiedenen Chromosomen sechs Gene identifiziert
werden, die im Falle einer Mutation zur Entwicklung von Adipositas oder Untergewicht
fiilhren: Obese (ob), Fat (fat), Tubby (tub), Diabetes (db), Agouti (4") und Anorexia
(anx) [Friedman et al. 1991 a+b; Hinney et al., 1997c; Son et al., 1994]. Dabei sind fiir
diese Arbeit die obese-Maus, die diabetes-Maus und die anorexie-Maus von besonderer

Bedeutung, ihre Phénotypen sollen daher austfiihrlicher dargestellt werden.

Die Mutation der obese-Maus wird autosomal rezessiv vererbt. Sie wurde 1950 erstmals
im Jackson Laboratory entdeckt [Ingalls et al., 1950]. Phanotypisch zeigt die
homozygote obese-Maus (0ob/ob-Maus) eine friih einsetzende Form der Adipositas mit
einer Verdopplung bis Verdreifachung des Korpergewichts gegeniiber Wildtypmausen.
Dies wird ausgelost durch Hyperphagie und einen erniedrigten Energieverbrauch. Zu

den weiteren Symptomen zdhlen Diabetes mit schwerer Insulinresistenz, Hypothermie,
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Infertilitdt der Weibchen, Sterilitit der Ménnchen und vermindertes Lingenwachstum
[Bray et al., 1979].

Die diabetes-Maus (db/db-Maus) unterscheidet sich phénotypisch nicht von der obese-
Maus. Bei ihr wurde eine Mutation im Leptin-Rezeptorgen auf dem Chromosom 4
gefunden [Friedman et al., 1991a]. Hinweise darauf, dal es einen Unterschied in der
Pathogenese der Adipositas dieser beiden Méuse gibt, wurden mit den Parabiose-
Experimenten von Coleman gefunden. Parabiose bedeutet, daf die Blutkreisldufe zweier
Tiere zusammengeschlossen werden. Bei diesen Versuchen fand man, da3 die oh-Maus
abnimmt, wenn man ihren Kreislauf mit dem der db-Maus zusammenschlief3t, die db-
Maus ihr Gewicht jedoch unverdndert hélt. Aus diesen Ergebnissen konnte die
Vermutung angestellt werden, dafl der ob/ob-Maus ein Sittigungsfaktor im Blut fehlt,
und die db/db-Maus den dazu passenden Rezeptor nicht bilden kann [Coleman et al.;
1978]. Die schon 1953 von Kennedy postulierte ,, Lipostase-Theorie” gewann nun
wieder an Bedeutung. Demnach informiert ein im Blut zirkulierender Sattigungstfaktor
das Zentralnervensystem iiber den Erndhrungsstatus des Korpers um das Korpergewicht
konstant halten zu kénnen [Kennedy, 1953].

Mause, die homozygot fiir eine autosomal rezessive Mutation sind (anx/anx), stellen das
Sdugen ein und verhungern. Es wird angenommen, dafl diese Mutation eine
Dysregulation des Serotoninhaushalts zur Folge hat, was zu einer gesteigerten
serotonergen Stimulation fithrt und damit die Nahrungsaufnahme inhibiert. Kloniert
werden konnte das dazugehorige Gen jedoch noch nicht [Son et al., 1994].

Seit 1997 werden molekulargenetische Untersuchungen zur Anorexia nervosa
durchgefiihrt. Die Untersuchungen betreffen das serotonerge System, den Neuropeptid-
Y Y5-Rezeptor und das Leptingen [Hinney et al., 1997a+1998; Rosenkranz et al., 1998;
Lentes et al., 1997]. Bisher fielen die Ergebnisse negativ aus, es konnte noch kein Gen
beim Menschen entdeckt werden, das an der Entstehung der Anorexia nervosa beteiligt
ist.

Diese Mausmodelle sprechen zum einen fiir die Beteiligung genetischer Faktoren an der
Gewichtsregulation, andererseits machen sie deutlich, da das Korpergewicht
wahrscheinlich durch verschiedene Gene beeinflufit wird.

Fiir die ,,Adipositas-assoziierten Gene* der Maus konnten beim Menschen homologe
Regionen ausfindig gemacht werden, die wohl auch beim Menschen zur

Gewichtsregulation beitragen und daher als Kandidatengene bezeichnet werden.
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1994 gelang es der Arbeitsgruppe um Zhang das obese-Gen bei Maus und Mensch zu
klonieren [Zhang et al., 1994]. Dies bedeutete einen enormen Aufschwung fiir die

molekulare Adipositasforschung.

2.6 Das obese-Gen

Die Isolierung und Sequenzierung des murinen und des menschlichen obese-Gens
(Leptingen) ergab, daB es jeweils aus 3 Exons und aus 2 Introns besteht. Die kodierende
Sequenz liegt jeweils im 2. und 3. Exon, das 1. Exon wird nicht abgelesen. Beim
Menschen kodiert es fiir ein 167 Aminosduren grofles Protein. Es konnte festgestellt
werden, daB es bei Mensch und Maus sehr &hnlich aufgebaut ist. Die
Nukleotidsequenzen sind dabei zu 83 % identisch, die sich ergebenden
Aminosduresequenzen zu 84 % [Zhang et al., 1994; He et al., 1995; Isse et al., 1995;
Gong et al., 1995].

Vor dem ersten Exon liegt ein Promoter. Dies ist ein bestimmter DNA-Bereich am
Anfang eines Gens der als Erkennungs- und Bindestelle fiir die RNA-Polymerase der
Transkription [Knippers, 1995] dient und verschiedene regulatorische Bereiche enthilt,
die den Vorgang der Transkription kontrollieren. Um die Aktivitit eines
Promoterbereiches zu testen, wird der putative Promoterbereich vor ein sogenanntes
Reportergen kloniert. Die Aktivitdit des Reportergens gibt Auskunft {iber die
Promoteraktivitdt. Mit dieser Methode kann man auch feststellen, wie grof3 der
minimale Promoterbereich sein muf3. Untersuchungen beim menschlichen obese-Gen
zur Promoterfunktion an einer 3 kb grofen Region flankierend zum 5°-Ende konnten
zeigen, dall eine Region von nur 300 bp eine stirkere Luziferase-Aktivitit (das hier
verwandte Reportergen) bewirkt als die gesamten 3 kb. Das konnte darauf hindeuten,
daf} der Rest der Sequenz eher inhibitorische Wirkung hat [Gong et al.; 1995]. In einem
172 bp groBen Bereich am 5'-Ende des Gens konnten mehrere cis-aktive Regulatoren,
eine TATA-Box-dhnliche Sequenz und eine Bindungsstelle fiir C/EBP nachgewiesen
werden. Diese Strukturen sind wichtige Voraussetzungen fiir eine gute Promoteraktivitét
[Isse et al., 1995]. Die optimale Promoteraktivitdt benotigt allerdings mindestens 217 bp
als essentiellen Promoter. Herausgefunden werden konnte dies durch den Vergleich der
Expression von Luziferase in Fettgewebszellen und Zellen anderen Ursprungs. Bei

Vorhandensein von dem Adipozyten-spezifischen Regulationsprotein C/EBPo wird die
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Genexpression stimuliert. Eine Mutation in der Bindungsstelle fiir dieses Protein fiihrt

zu einer reduzierten Genexpression [Miller et al., 1996].

Mutationssuchen im Leptingen normalgewichtiger und adiposer Méuse (ob/ob-Méiuse)
fanden bei letzteren zwei verschiedene Mutationsformen. Bei der C57B6Job/ob-Maus
wurde ein Cytosin zu Thymin Austausch identifiziert, der dazu fiihrt, dal} statt Einbaus
eines Arginins eine vorzeitige Termination der Leptin-Synthese erfolgt. Im Serum dieser
Tiere wurden 20-fach erhohte Konzentrationen eines biologisch inaktiven Proteins
gefunden [Zhang et al., 1994].

Bei der SM/Cke-+"*0b™/0b*-Maus konnte die Insertion eines Transposons im ersten
Intron des Leptingens nachgewiesen werden, die dazu fiihrt, dal keine ob-mRNA
gebildet wird und somit auch kein Leptin [Moon und Friedman, 1997].

Die Ergebnisse der oben genannten Untersuchungen fiihrten dazu, dal Experimente mit
rekombinantem ob-Protein gemacht wurden. Dabei wurde sowohl normalgewichtigen
wie auch ob/ob-Miusen téglich intraperitoneal rekombinantes ob-Protein injiziert.
Darauthin nahmen die Tiere wesentlich weniger Nahrung zu sich und ihr
Energieverbrauch stieg an. Die ob/ob-Méuse hatten nach nur zwei Wochen 30 % ihres
Gewichtes verloren, die normalgewichtigen Méause 12 %. Auch diese Ergebnisse
bestarkten die Vermutung, da3 man mit dem ob-Protein einen im Blut zirkulierenden
Sattigungsfaktor gefunden hatte. Die Ergebnisse fithrten auch zur Namensgebung des

ob-Proteins: Leptin (von dem griechischen Wort ,,/eptos™: diinn) [Halaas et al., 1995].

2.6.1 Das obese-Gen-Produkt: Leptin

Leptin, das Produkt des obese-Gens ist ein 16 Kilodalton Protein, welches mit seinem
helikalen Aufbau an verschiedene Zytokine erinnert [Madej et al., 1995]. Das Leptingen
wird vor allem in Adipozyten exprimiert, wobei die Expression bei tibergewichtigen im
Gegensatz zu normalgewichtigen Probanden stark erhoht ist und im Allgemeinen bei
Frauen stirker als bei Mannern ausgeprigt ist [Lonnqvist et al., 1995]. Es wird aber
unter anderem auch in der Plazenta [Masuzaki et al., 1997; Sefiaris et al., 1997] und im
Gehirn [Esler et al., 1998] synthetisiert und dann in die Blutbahn sezerniert. Die
pulsatile Sekretion [Licino et al., 1997] unterliegt tageszeitlichen Schwankungen [Sinha

et al., 1996; Saad et al., 1998], dabei zeigen die Werte nachts gegen 2.30 Uhr einen
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hochsten Stand und einen niedrigsten mittags gegen 13.00 Uhr. Nach dem Friihstiick
kommt es zu einem Abfall der Leptinkonzentration, nach den anderen Mahlzeiten
konnte dies nicht beobachtet werden. Leptin zeigt verschiedene Charakteristika eines
Sektretionsproteins [Mac Dougald et al., 1995], fiir das mittlerweile verschiedene
Bindungsproteine im Blut nachgewiesen werden konnten [Houseknecht et al., 1996].

Leptin ist ein relativ kleines Protein und wie Proteine dhnlicher GréBe wird es letztlich
tiber glomerulére Filtration, mit nachfolgendem metabolischen Abbau in den Tubuli der

Niere, ausgeschieden [Cumin et al., 1997].

2.6.2 Leptin und Gewicht

Experimente mit normalgewichtigen Miusen ergaben, dal} es eine Beziehung zwischen
dem Erndhrungsstatus der Tiere und der oh-mRNA-Expression gibt. Nach oder wihrend
einer Fastenperiode fillt der oh-mRNA-Spiegel ab, um dann bei erneuter Fiitterung
wieder anzusteigen [Trayhurn et al., 1995a; Mac Dougald et al., 1995]. Ahnliche
Mechanismen konnten auch beim Menschen nachgewiesen werden [Maffei et al., 1995;
Boden et al., 1996; Kolaczynski et al., 1996a; Considine et al., 1996a]. Ebenso konnte
nachgewiesen werden, daB Uberfiitterung zu einem Anstieg der Leptinspiegel fiihrt
[Kolaczynski et al., 1996b]. Untersuchungen haben ergeben, dafl der mittlere Serum-
Leptinspiegel bei Ubergewichtigen im Allgemeinen hoher liegt als bei
normalgewichtigen Probanden (31,3 + 24,1 ng/ml vs. 7.5 £ 9,3 ng/ml). Untersucht man
zum Beispiel den Anteil des Fettes am Gesamtkorpergewicht bei Mausen und bei
Menschen, so findet man eine positive Korrelation zwischen Leptinspiegeln und diesem
Parameter, aber auch zwischen Leptin und BMI [Maffei et al., 1995; Considine et al.,
1996a; Kolaczynski et al., 1996b]. Dies klingt einleuchtend, wenn man bedenkt, daf}
Leptin {iberwiegend in Fettzellen hergestellt wird. Untersuchungen an Athletinnen,
Kontrollen und Diabetes-mellitus-Typ-II Patienten wiesen eine signifikante Korrelation
zwischen Leptin und dem Prozentanteil Korperfett bei allen Probanden nach [Ryan und

Elahi, 1996].
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2.6.3 Leptin und Geschlecht

Allgemein ist festzustellen, daBl die Serum-Leptin-Konzentrationen bei Frauen
signifikant hoher sind als bei Minnern, egal ob man Ubergewichtige oder
Normalgewichtige vergleicht, wenn man die Gruppen durch den BMI definiert
[Considine et al., 1996a]. Ostlund et al. fanden 1996 heraus, da3 die niichtern
gemessenen Leptinwerte bei Frauen drei mal so hoch sind wie bei Mannern. Vergleicht
man post- und prdmenopausale Frauen miteinander, so findet man, daf die Leptinwerte
bei primenopausalen Frauen hoher sind als bei postmenopausalen Frauen [Rosenbaum
et al., 1996].

Allerdings ist nicht das genetische Geschlecht, sondern vielmehr das vorherrschende
Milieu von Geschlechtshormonen, ausschlaggebend fiir die unterschiedlichen
Leptinspiegel, wie Untersuchungen an Transsexuellen zeigen [Elbers et al., 1997]. Gibt
man ménnlich-zu-weiblich Transsexuellen {iber 1 Jahr Ethinylestradiol und
Cyproteronacetat, so steigen die Leptinwerte bei diesen — genetisch minnlichen —
Individuen an. Umgekehrt fithrt die Gabe von Testosteron an weiblich-zu-ménnlich
Transsexuelle zum Abfall der Leptinkonzentrationen.

Zum Zeitpunkt der Geburt zeigen sich noch keine geschlechtlichen Unterschiede der
Leptinkonzentrationen [Koistinen et al., 1997], zu diesem Zeitpunkt bestehen aber auch

noch keine Unterschiede beziiglich der Geschlechtshormone [ Yuen und Mincey, 1987].

Aus den oben genannten Ergebnissen konnte man schluflfolgern, dall adipose Personen
mit hohen Spiegeln des Sittigungsfaktors Leptin dauernd gesittigt sein miifiten. Da dies
nicht so ist, scheint der Regelkreis von Leptin bei adiposen Patienten nicht richtig zu
funktionieren.

In Bezug auf die Frage, tiber welchen Mechanismus es zu einem Séttigungsgefiihl
kommen kann, wurde schon 1979 die Vermutung aufgestellt, dal der Hypothalamus,
eine  zentralnervose Region im  Zwischenhirn, ein Kontrollzentrum der

Nahrungsaufnahme darstellen kénnte [Bray et al., 1979].
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2.6.4 Leptin-Transport ins Gehirn und seine Wirkorte

Direkte Injektion von Leptin in die Seitenventrikel des Gehirns bei ob-Méusen und auch
bei schlanken Kontrolltieren hat die gleichen Erfolge wie periphere Verabreichung (s.
0.), nur daB3 die Effekte sehr viel schneller — bereits nach 30 Minuten wird die
Nahrungsaufnahme fiir bis zu 6,5 Stunden eingestellt — erfolgen. Leptin erzielt seine
Wirkung also durch direkte Einwirkung auf neuronale Vorginge [Campfield et al.,
1995].

Untersuchungen haben ergeben, daBl Leptin tber ein unilaterales, séttigbares
Transportsystem ins Gehirn gelangt [Caro et al., 1996; Banks et al., 1996]. Die
Kapazitit dieses Systems scheint bei Ubergewichtigen geringer zu sein und kénnte ein
Mechanismus der Leptinresistenz sein. Es gibt weiterhin Hinweise, dal Leptin im
Serum an Tragerproteine gebunden ist, die fiir den Transport und die Funktion mit
verantwortlich sind. Bei Adiposen ist der Anteil an ungebundenem (moglicherweise
funktionell weniger aktivem) Leptin erhoht, was auch zur Leptinresistenz bei Adipositas
beitragen konnte [Houseknecht et al., 1996].

Das intakte Leptin wird vorwiegend in den Plexus Choroideus und den Nucleus arcuatus
des Hypothalamus aufgenommen, wo sich auch der Leptin-Rezeptor befindet [Jacob et

al., 1997; Brabant et al., 1996; Tartaglia et al., 1995; Mercer et al., 1996].

2.6.5 Wirkung von Leptin im Gehirn

Mittlerweile ist bekannt, daB Leptin mit verschiedenen Neuropeptiden des
Hypothalamus, wie z. B. Neuropeptid Y (NPY), Melanozyten-stimulierendes Hormon
(MCH), Pro-opiomelanocortin (POMC), Interleukin-1 (IL-1) u. a. in Wechselwirkung
steht [Mizuno et al., 1998; Wolf, 1997; Luheshi et al., 1999]. Allerdings sind die
genauen Funktionen und Mechanismen dieser Wechselwirkungen noch nicht bis in alle
Einzelheiten gekldrt. Es folgt beispielhaft eine Zusammenfassung der bisherigen

Erkenntnisse zu NPY und MCH:

Neuropeptid Y (NPY): NPY ist bekannt als ein Peptid, welches - hauptsdchlich im

Nucleus arcuatus des Hypothalamus gebildet - die Nahrungsaufnahme stimuliert und die
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Thermogenese vermindert [Zarjevski et al., 1993; Billington et al., 1991; Mercer et al.,
1996].

Bei Behandlung von ob/ob-Méusen mit Leptin nimmt im Gehirn die Anzahl der
Neurone, die das Neuropeptid-Y (NPY) exprimieren, ab [Stephens et al., 1995]. In den
meisten Tiermodellen fiir Adipositas sind die hypothalamischen Konzentrationen von
NPY hoch und intrazerebroventrikuldre Injektion von NPY in hoher Konzentration
verursacht Ubergewicht in normalen Ratten. Niedrige Konzentrationen haben einen
gegenteiligen Effekt [Rohner-Jeanrenaud, 1996].

Die durch Leptin-Mangel ungehemmte NPY-Expression bei ob/ob-Midusen spielt eine
zentrale Rolle bei der Ausbildung ihres charakteristischen Phénotyps [Erickson et al.,
1996]. Gleichzeitige intracerebroventrikuldre Injektion von Leptin und NPY vermindert
die durch NPY induzierte Nahrungsautnahme bei ob/ob-Médusen, nicht aber bei
schlanken Mausen [Mistry et al., 1997].

Leptin-Behandlung reduziert die NPY-Konzentration in hypothalamischen Gebieten.
Ebenso wird die Expression von mRNA herabgesetzt. Andersherum fiihrt 5-tdgige
intracerebroventrikulare Gabe von NPY dazu, daf} die Tiere viel fressen und an Gewicht
zunehmen. Reduzierte NPY-Freisetzung in den paraventrikuldren Kernen konnte also

die hypophagen und thermogenen Effekte von Leptin vermitteln [Wang et al., 1997].

MCH: Ein anderer Mechanismus scheint iiber Melanin-konzentrierendes-Hormon
(MCH) gesteuert zu werden. MCH ist ebenfalls iiberexprimiert in ob/ob-Méusen und
zeigt in hohen intrazerebroventrikular verabreichten Dosen auch einen Appetit
stimulierenden Effekt [Qu et al., 1996]. Allerdings haben subkutane Leptin-Infusionen
einen stimulierenden Effekt auf das neuronale MCH-System, die mRNA-Level fiir
MCH im Hypothalamus steigen in Leptin-behandelten Miusen an und sind in der
Summe bei tibergewichtigen Méusen hoher als in schlanken Tieren. In den {iibrigen
Gehirnbereichen aber erhoht Leptin die MCH-Konzentration bei den schlanken Tieren
und vermindert die Konzentration bei den adipdsen Tieren. Diese Ergebnisse lassen sich
also nicht damit vereinbaren, dal MCH einen direkten EinfluB auf die
gewichtsreduzierenden Eigenschaften von Leptin hat, sie schlieBen aber auch nicht

vollstdandig aus, dal MCH etwas mit dem Energiehaushalt zu tun hat [Qu et al., 1996].

Nachdem nun die Struktur des Leptingens aufgeklart war, und viele Untersuchungen auf

eine Verbindung zwischen dem Leptingen, Leptin und der Korpergewichtsregulation
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hinwiesen, folgte die Untersuchung des Gens beim Menschen. So kdnnten wie bei der
Maus Verdnderungen in der Sequenz des menschlichen Gens eine Ursache fiir die

Entstehung von Adipositas oder auch Untergewicht sein.

2.6.6 Exkurs: genetische Untersuchungen und statistische Auswertung

Zum besseren Verstdndnis der im weiteren Verlauf besprochenen Untersuchungen am
Leptingen des Menschen hinsichtlich Kopplung, Assoziation und Mutationssuche, soll
zundchst auf die genetischen Untersuchungsmethoden und ihre statistischen
Auswertungen eingegangen werden.

Kopplung, Assoziation, Kopplungsungleichgewicht: Um chromosomale Regionen
einengen oder entdecken zu konnen, in denen sich funktionsrelevante DNA-Varianten
befinden, werden in der genetischen Statistik zwei verschiedene Ansdtze verwendet.
Das sind Kopplung und Assoziation. Bei beiden wird eine Abweichung vom
Mendelschen Gesetz der unabhingigen Vererbung ermittelt. Kopplung stellt dabei eine
Beziehung zwischen 2 Loci dar. Je ndher die Loci beieinander liegen, desto hiufiger
werden sie gemeinsam (gekoppelt) vererbt [Passarge, 1994]. Geschieht dies haufiger
oder seltener als nach der individuellen Haufigkeit der beteiligten Allele zu erwarten
wire, so spricht man von einem Kopplungsungleichgewicht. Rekombination fiihrt zur
Bildung von neuen Kombinationen gekoppelter Allele durch Crossing-over zwischen
den Loci. Der Abstand zwischen Genloci wird in Centimorgan (cM) gemessen, wobei 1
cM einer Rekombinationshaufigkeit von ca. 1 % entspricht. Je weiter die Genloci
voneinander entfernt liegen, desto héufiger kommt es zur Rekombination.
Kopplungsuntersuchungen fithrt man mit Hilfe von Familienstudien durch. Kopplung
kann nur detektiert werden, wenn der Abstand zum Marker weniger als 10 cM betragt
[Passarge, 1994; Boddeker und Ziegler, 2000]. Kopplungsuntersuchungen werden vor
allen Dingen zur Entdeckung chromosomaler Regionen mit funktionsrelevanten DNA-
Varianten angewandt.

Assoziation dagegen stellt eine Beziehung zwischen Allelen und Phénotypen dar. Die
Ausprigung einer Krankheit kann mit dem Vorliegen eines bestimmten Allels assoziiert
sein, das Allel kommt bei kranken Personen hdufiger vor als in der gesunden

Bevolkerung. Man vergleicht Fall- und Kontrollgruppen (z. B. Patienten und Gesunde)



Literaturiibersicht 19

miteinander. Der Abstand der Marker zum Gen muB} in der Regel deutlich kleiner als 1

cM sein, damit eine Assoziation detektiert werden kann.

Assoziation kann aus unterschiedlichen Griinden auftreten:

1. Ein Allel kann direkt eine Pradisposition fiir eine Krankheit bzw. einen Phénotyp
verursachen.

2. Liegen zwei Polymorphismen bzw. Varianten eng beieinander, konnen sie gekoppelt
sein. Dabei ist nur einer der beiden Polymorphismen von funktioneller Relevanz, der
andere ist nur zufdllig an den ersten gekoppelt und hat selber keinerlei Einfluf3 auf die
Ausprigung des Phénotyp.

3. Menschen mit einem bestimmten Phinotyp und Menschen ohne diesen bestimmten
Phianotyp sind aus genetisch unterschiedlichen Bevoélkerungsgruppen, die sich
gleichzeitig auch in der Héaufigkeit eines bestimmten Allels unterscheiden
(Stratifikation). Es  stellt ein  Problem fir die Auswertung von
Assoziationsuntersuchungen dar, wenn man Probanden aus unterschiedlichen
genetischen Bevolkerungsgruppen untersucht oder miteinander vergleichen will.
Beispiel: Lander und Schork (1994) nennen eine Assoziation zwischen HLA-A1 und
der Fahigkeit mit Stibchen zu essen. Die Ursache hierfiir ist lediglich eine Haufung

von HLA-A1 bei Chinesen, durch die eine Scheinassoziation auftritt.

Diese Punkte machen deutlich, dafl die Wahl der Kontrollgruppen entscheidend dafiir ist
zu vermeiden, falsch positive oder falsch negative Ergebnisse zu erhalten [Strachan und
Read, 1996]. Haufig wird synonym fiir ,Assoziation® der Begriff
,.Kopplungsungleichgewicht verwendet. Dieser beschreibt aber eher eine mogliche
Ursache fiir Assoziation, ndmlich das tiberzufillig hdufig gemeinsame Auftreten zweier

Loci.

Mit Hilfe von Assoziationsstudien mit internen Kontrollen, die in den letzten Jahren
entwickelt wurden, geht man diesen Problemen weitestgehend aus dem Weg. Ein haufig
in der Praxis angewandter Test ist der Transmission Disequilibrium Test (TDT), der
Assoziations- und Kopplungsansatz kombiniert und gleichzeitig auf Kopplung und
Kopplungsungleichgewicht zwischen Marker und Phéanotyp testet [Spielmann et al.,
1993]. Fiir diesen Test werden Trios, bestechend aus einem Probanden und dessen
leiblichen Eltern, untersucht. Dabei sind ausschlieBlich heterozygote Eltern informativ.

Verglichen werden die Héufigkeiten der an die Nachkommen transmittierten und nicht-
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transmittierten Allele. Zusétzlich zur Assoziationsinformation der nicht-transmittierten
elterlichen Allele nutzt der Test auch die Kopplungsinformation, die in der Segregation
der elterlichen Allele auf das erkrankte Kind enthalten ist. Die Idee des TDT ist zu
vergleichen, ob ein spezifisches Allel iiberzufillig hdufig von einem heterozygoten
Elternteil auf das erkrankte Kind transmittiert wurde. Sind ndmlich der genetische
Marker und die Krankheit nicht assoziiert oder gekoppelt, erwartet man eine
Transmissionsrate des spezifischen Allels von 50 % auf das erkrankte Kind. Der TDT
zeigt Kopplung nur, wenn auch Assoziation vorliegt; durch das ausschlieBliche
Verwenden von Familientrios gibt es keine Stratifikation [Strachan und Read, 1996].
Tests wie der TDT konnen auch mit Hilfe von Mikrosatelliten-Markern durchgefiihrt
werden. Diese bestehen aus kurzen repetetiven DNA-Sequenzen im nicht kodierenden
Bereich des Genoms. Gibt es viele verschiedene Auspriagungen der Repeatanzahl an
einem Locus, so spricht man von einem hochpolymorphen Marker. Mittlerweile sind im
menschlichen Genom eine grofe Anzahl dieser Mikrosatelliten bekannt, die zu
Kopplungsuntersuchungen herangezogen werden. Mit Hilfe solcher informativer Marker
kann man ein Gen noch erheblich genauer analysieren, wenn sie auf beiden Seiten des
Gens zur Verfiigung stehen. Tritt ein spezieller Haplotyp, also eine Kombination von
Allelen zweier Marker, fast immer mit einer Mutation in einem Gen gemeinsam auf, so
spricht man von einem Kopplungsungleichgewicht. Ein Kopplungsungleichgewicht ist
entstanden, weil die Mutation urspriinglich bei einer Person mit einem bestimmten
Haplotypen auftrat. Mutation und Haplotyp blieben dann in der Nachkommenschaft
dieses Menschen verbunden, wenn der Abstand so klein ist, dal die Rekombinationsrate
<1 % ist [Watson et al., 1993]. Durch den identischen Haplotypen bei mehreren
Individuen mit demselben Phénotypen kann vermutet werden, dal diese Personen auch
dieselbe Mutation/Variante tragen. Nachfolgende Mutationssuchen konnen solche
Mutationen/Varianten identifizieren.

Man fiihrt also zunéchst Kopplungsuntersuchungen durch, um in grofleren Studien eine
Kandidatenregion zu ermitteln. Bei einem positiven Ergebnis fithrt man nun eine
Feinkartierung durch, um ein Kandidatengen zu identifizieren, sodann kann man eine

systematische Mutationssuche durchfiihren.
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2.6.7 Kopplungsuntersuchungen am Leptingen

1995 beschrieben Green et al. acht Mikrosatelliten-Marker flankierend zum humanen
Leptingen. Mit Hilfe dieser Marker konnten andere Arbeitsgruppen dann
Kopplungsuntersuchungen bei Probanden mit Adipositas und mit verschiedenen mit

Adipositas assoziierten Phinotypen (z. B. Diabetes-mellitus-Typ-II) durchfiihren.

Positive Kopplungsergebnisse: Bei einer Untersuchung von 101 franzosischen
Familien, die aufgrund eines tibergewichtigen Indexprobanden (BMI > 35 kg/m?)
rekrutiert wurden, ergab sich mit drei von acht untersuchten Markern positive Kopplung
zum Phénotyp Adipositas. Die Marker, fiir die in der Familienstudie Kopplung ermittelt
wurde, liegen in einem Bereich von 2 ¢cM um das Leptingen. Wenn das Geschwister des
Indexprobanden einen BMI > 30 kg/m” aufwies, fand sich keine Kopplung. Unter der
Einbeziehung nur solcher Geschwister, die einen BMI > 32,5 kg/m? aufwiesen, fand
sich hingegen Kopplung. Statistisch noch deutlicher war die Kopplung bei
ausschlieBlichem Verwenden von Geschwistern mit einem BMI > 35 kg/m?. Es lieB sich
feststellen, daB3 nur bei extrem iibergewichtigen Geschwisterpaaren eine Kopplung
nachgewiesen werden konnte [Clément et al., 1996].

Auch bei Geschwisterpaaren mit extremer Adipositas (BMI > 40 kg/m?) konnte
Kopplung nachgewiesen werden. Unter Verwendung des TDT zeigte sich, dal ein
bestimmter Haplotyp (D7S504-145 bp und D7S1875-214 bp) aus Markern, die den
Leptingen-Lokus einschlieBen, vermehrt von heterozygoten Eltern an die extrem
adiposen =~ Nachkommen  weitergegeben = wurde. Hier zeigte sich ein
Transmissionsungleichgewicht [Reed et al., 1996].

Erhédrtet werden diese Ergebnisse durch Untersuchungen an einer Studiengruppe mit
extremer Adipositas in Deutschland [Roth et al., 1997]. Bei den Probanden handelte es
sich um 88 nicht verwandte Kinder und Jugendliche (mittleres Alter 14 Jahre *+ 2,3) mit
BMIs von 32 + 6 kg/m? sowie ihre Eltern. Ein Kopplungsungleichgewicht mit dem
oben beschriebenen Haplotypen konnte mit Hilfe des TDT nachgewiesen werden (p-
Wert = 0,039).

Duggirala et al. [1996] rekrutierten 32 mexikanisch-amerikanische Familien iiber einen
Indexpatienten mit Diabetes-mellitus-Typ-II und testeten sie auf den Zusammenhang
zwischen verschiedenen mit Ubergewicht assoziierten Phinotypen (z. B. Dicke von

Hautfalten an Extremititen und Korperstamm, Fettmasse, Taillenumfang und BMI) und
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verschiedenen metabolischen Parametern (z. B. Plasma-Glukose, Serum-Insulin) mit der
Region des Leptingens. Die Analyse von Geschwisterpaaren ergab potentielle Kopplung
zwischen einzelnen dieser Marker und verschiedenen der vorgenannten Phinotypen.
Zum Beispiel ist die Dicke der Extremitéten-Falten mit einer Region in der Néhe des
Markers D7S514 gekoppelt. Bei den metabolischen Parametern waren die Hohe der
jeweiligen Serumspiegel von intaktem Proinsulin, 32,33-geschnittenem Proinsulin und
2-Stunden-postchallenge Insulin gekoppelt zu einer Region in der N&dhe des
Mikrosatelliten-Markers fiir humane Carboxypeptidase A1 (HCPA1). Diese Ergebnisse
konnten auf einen Zusammenhang zwischen sowohl den Spiegeln von Insulin-Vorstufen
im Serum als auch mit den mit Ubergewicht assoziierten Phinotypen und dem Genort
des Leptingens hinweisen

Die Ergebnisse der positiven Kopplungsbefunde fafit Tabelle 2.3 zusammen (siche Seite

23).

Negative Kopplungsergebnisse: Bray et al. [1996] untersuchten ebenfalls eine Gruppe
von mexikanisch-amerikanischen Probanden mit Ubergewicht. Untersucht wurden 177
tibergewichtige Individuen (BMI > 30 kg/m?). Diese Arbeitsgruppe konnte keine
Kopplung zwischen Ubergewicht und den benutzten Mikrosatelliten-Markern finden.
Dieses Ergebnis steht jedoch in keinem Widerspruch zu der Arbeit von Clément et al.,
die eine Kopplung erst ab einem BMI von mindestens 32,5 kg/m? feststellten. Andere
Untersuchungen konnten zwar keine Kopplung feststellen, jedoch eine Assoziation
zwischen einem Mikrosatelliten-Marker (D7S530) und Serum-Leptinwerten nachweisen
[Oksanen et al., 1997a]. Ebenfalls konnte von dieser Arbeitsgruppe eine statistisch
signifikante Relation zwischen zwei Markern (D7S649, D7S2519) und der
Gewichtsabnahme nach einer 16-wochigen Diit gezeigt werden.

Es gibt noch weitere negative Befunde zu Kopplungsuntersuchungen im Bereich des
Leptingens [Stirling et al., 1995; Norman et al., 1996; Oksanen et al., 1997b; Shintani et
al., 1996], die Kopplung nicht nur zum BMI, sondern auch zu verschiedenen mit
Adipositas assoziierten Phidnotypen testeten. Die wichtigsten Ergebnisse dazu faf3t

Tabelle 2.4 (siehe Seite 24) zusammen.



Autor Studiengruppe Marker Resultat
Clément et | iibergewichtige Geschwister aus 101 franzdsischen D7S680 Kopplung mit extremem Ubergewicht
al.; 1996 Familien (BMI des Indexprobanden > 35 kg/m?) D7S530
D7S514
Duggirala 579 Individuen aus 32 mexikanisch - amerikanischen 15 Marker, u. a.: | Kopplung der nebenstehenden Marker mit verschiedenen Phianotypen
et al.; 1996 | Familien von Patienten mit Diabetes-mellitus-Typ-11 D7S514
HCPA1
D7S530
D7S635
D7S644
Reed et al.; (78 Familien: D7S504 Haplotyp, der mit extremem Ubergewicht gekoppelt ist
1996 BMI > 40 kg/m? bei mindestens einem Geschwister D7S1875
BMI > 30 kg/m? bei einem weiteren Geschwister
ein schlankes Geschwister und ein schlankes Elternteil
Roth et al.; | 88 deutsche Familientrios (Proband mit mittlerem BMI D7S504 Kopplungsungleichgewicht (TDT) unter Verwendung der Haplotypen von
1997 von 32 + 6 kg/m? und beide Eltern) D7S1875 Reed et al.; siche Reed et al.; 1996

Tabelle 2.3: Zusammentfassung der positiven Kopplungsuntersuchungen
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Autor Studiengruppe Marker Resultat

Stirling et 346 Geschwister aus 176 mexikanisch - amerikanischen | D7S514 keine Kopplung

al.; 1995 Familien mit Diabetes-mellitus-Typ-II D7S635 keine Assoziation
110 ethnisch und geographisch gematchte Kontrollen

Bray et al.; | 177 iibergewichtige Geschwister aus 64 mexikanisch - D7S635 keine Kopplung

1996 amerikanischen Familien (BMI > 30 kg/m?) D7S51875

Norman et 716 Geschwister aus 217 Kernfamilien von Pima D7S530 keine Kopplung zu Ubergewicht und Energiemetabolismus

al.; 1996 Indianern mit Diabetes-mellitus-Typ-II HCPA2

Shintani et | 69 japanische Probanden mit Diabetes-mellitus-Typ-II D7S3039 keine Kopplung

al.; 1996 84 japanische Kontrollen

Oksanen et | 252 extrem iibergewichtige finnische Probanden (BMI > | 8 Marker, u.a. keine Kopplung, keine Assoziation zum BMI;

al.; 1997a 40 kg/m?) D7S530 Assoziation des Markers D7S530 mit Leptinkonzentrationen (Allel 5:
95 davon mit Diabetes-mellitus-Typ-II D7S649 verminderter Leptin-Spiegel; Allel 7: erhohte Leptin-Spiegel)
151 gesunde finnische Kontrollen (BMI < 25 kg/m?) D7S2519 Assoziation Marker D75649 und D7S2519 mit der Hohe an

Gewichtsverlust nach 16-wochiger Diit
Oksanen et | 76 adipose Geschwisterpaare (BMI > 32 kg/m?) D7S630 keine Kopplung
al.; 1997b D7S1875
D7S530
Tabelle 2.4: Zusammenfassung der negativen Kopplungsuntersuchungen
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Obwohl man bei den vorgenannten Kopplungsuntersuchungen zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen gekommen ist, deren Ursache zum Beispiel in der Beobachtung von
unterschiedlichen Phianotypen oder auch von verschiedenen ethnischen Gruppen liegen
konnte, bestdrken diese Kopplungsanalysen insgesamt dennoch die Vermutung, daf3 das
Leptingen an der Gewichtsregulation beteiligt ist. Verschiedene Arbeitsgruppen haben

dies als Anlal genommen, das Leptingen auf Mutationen hin zu untersuchen.

2.6.8 Mutationen im Leptingen beim Menschen

Bei ersten Untersuchungen 1995 an jeweils 5 schlanken und fiinf {ibergewichtigen
Probanden konnten Considine et al. keine Mutationen nachweisen. 1996 fiihrte die
Arbeitsgruppe eine weitere Untersuchung durch. Bei 106 untersuchten Probanden (68
Ubergewichtige mit mittlerem BMI > 27,3 kg/m? [Minner], bzw. > 27,8 kg/m? [Frauen]
und 38 schlanke Personen mit mittlerem BMI 23,9 + 0,4 kg/m?) konnte eine Mutation,
die eine Anderung der Aminosiuresequenz von Valin zu Methionin an Position 94 (Val-
94-Met) bewirkt, bei einem adipdsen Probanden gefunden werden (BMI 32,1 kg/m?)
[Considine et al., 1995 + 1996b]

Maffei et al. [1996] konnten keine Mutationen, die zu einer Anderung der
Aminosduresequenz fithren, im menschlichen Leptingen nachweisen. Diese Gruppe hat
bei 105 tibergewichtigen Probanden (BMI > 38 kg/m?) aus verschiedenen ethnischen
Gruppen (Details siehe Tabelle 2.5) die kodierenden Sequenzen des Leptingens
untersucht. Eine einzige stumme Variation (Basenaustausch der nicht zu einer Anderung
der Aminosdurefolge fiihrt) wurde bei einem Probanden entdeckt.

Niki et al. [1996] untersuchten die DNA von japanischen und indischen Personen im
Bereich der kodierenden Regionen des Leptingens. Insgesamt 75 Patienten mit
Diabetes-mellitus-Typ-II und Ubergewicht ( BMI > 25 kg/m?), 40 Diabetes-mellitus-
Typ-II Patienten ohne Ubergewicht (BMI < 25 kg/m?) und 34 Probanden mit
Ubergewicht (BMI > 25 kg/m?) wurden untersucht. Es konnten keine Mutationen in den
kodierenden Bereichen des Gens nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dal3
keine hdufigen Mutationen im Leptingen vorkommen.

1998 berichten Hager et al. tiber eine Variante, die sie im 1. Exon des Leptingens
gefunden haben. Es handelt sich um einen A zu G-Austausch an Position 19 der DNA-

Sequenz des Leptingens. Assoziationsanalysen konnten keinen signifikanten Beweis fiir
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eine Assoziation zwischen BMI und dieser Mutation zeigen. Es stellte sich heraus, daf3
tibergewichtige Probanden, die homozygot fiir die Mutation waren, signifikant
niedrigere Leptinwerte hatten als die {iibergewichtigen Probanden, die entweder
homozygot fiir den Wildtyp (A-Allel) oder heterozygot waren [Hager et al., 1998].
Karvonen et al. berichten tiber 2 tibergewichtige Probanden (BMI 34,0 bzw. 38,2 kg/m?)
mit verschiedenen Mutationen (G144A und G328A), die bei beiden Probanden mit
niedrigen Leptinwerten assoziiert sind. Beide Probanden waren heterozygot fiir die
jeweilige Mutation. Zu Ubergewicht konnte keine Assoziation hergestellt werden
[Karvonen et al., 1998].

1999 werden drei Sequenzvariationen in der 5'flankierenden Region an den Positionen
+19, -1823 und —2548 gefunden, deren Allelfrequenzen bei Ubergewichtigen und
Normalgewichtigen unterschiedlich waren [Li et al.; 1999].

Durch kiinstliche Konstruktion von Punktmutationen im menschlichen Leptingen
fanden Verploegen et al. [1997] mehrere Mutationen, die die Bindung von Leptin
beeinflussen, bzw. sich auf die biologische Aktivitit von Leptin auswirken.

Die Resultate zu den Mutationssuchen werden in Tabelle 2.5 (Seite 27 + 28) austiihrlich
zusammengefaflt. Dort finden sich auch weitere Arbeiten, die im Text nicht genannt

wurden.



Autor

Studiengruppe

Resultate

Considine et al.,
1995

5 gesunde iibergewichtige Probanden (mittlerer BMI 42,8 + 2.7 kg/m?);
5 gesunde schlanke Probanden (mittlerer BMI 22,4 + 0,8 kg/m?)

keine Mutationen

Considine et al.,
1996b

68 iibergewichtige Probanden (mittlerer BMI 40,9 1,5 kg/m?)
38 normalgewichtige Probanden (mittlerer BMI 23,9 + 0.4 kg/m?)

Val-94-Met bei einem Probanden (BMI 32,1 kg/m?)

Maffei et al., 17 tibergewichtige Probanden (mittlerer BMI 38,0 + 3,1 kg/m?) 1 stumme Mutation

1996 22 Pima Indianer (mittlerer BMI 49,7 + 6,6 kg/m?) Entdeckung eines Polymorphismus [(TG)sCATATTT(GT)s], der fiir
20 péidlat.rlsche Patienten aus Boston (Korpergewicht > 60% tiber dem weitere Kopplungsanalysen herangezogen werden konnte
Idealgewicht)
26 iibergewichtige Patienten (BMI 43,8 £ 2,6 kg/m?)
20 Patienten mit Diabetes-mellitus-Typ-II ohne Ubergewicht

Niki et al., 54 japanische und 21 indische iibergewichtige Probanden mit Diabetes keine Mutationen

1996 mellitus Typ I (BMI 29,2 £+ 4,0 kg/m? bzw. 31,8 £ 3,9 kg/m?)

34 japanische und 6 indische normalgewichtige Probanden mit Diabetes
mellitus Typ II (BMI 21,8 + 2.2 kg/m? bzw. 22,2 + 1,1 kg/m?)

34 japanische iibergewichtige Probanden ohne Diabetes mellitus Typ II
(BMI 31,9 £ 5,1 kg/m?)

Carlsson et al.,
1997

94 Schweden (BMI 38 + 4 kg/m?)
6 Kinder die nach OP im Hypothalamusbereich adipds wurden

keine Mutationen

Echwald et al.,
1997a

156 ménnliche tibergewichtige Kaukasier (BMI > 31 kg/m?)
380 gesunde normalgewichtige Kaukasier

Phe-17-Leu bei einem iibergewichtigen Probanden;
Val-110-Met bei einem normalgewichtigen Probanden;

A zu G-Austausch 9 Basen nach dem Stop-Kodon bei einem
normalgewichtigen Probanden;

Oksanen et al.,
1997b

249 extrem iibergewichtige Probanden (mittlerer BMI 42,9 + 7,1 kg/m?)
141 schlanke Probanden (mittlerer BMI 22,3 + 1,9 kg/m?)

C188A
Allelfrequenzen: 0,06 bei Ubergewichtigen; 0,09 bei Normalgewichtigen

Shigemoto et al.,
1997

60 iibergewichtige Japaner (BMI > 43,6 kg/m?) mit Diabetes mell. Typ II
24 tibergewichtige Japaner (BMI > 30 kg/m?) mit vermind. Glucosetoleranz

1 stumme Mutation

Tabelle 2.5: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Mutationssuche im Leptingen beim Menschen (Fortsetzung auf Seite 28)
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Autor

Studiengruppe

Resultate

Verploegen et al.,
1997

kiinstlich konstruierte Mutationen

Arg-128-Gln, Arg-20-Gln, Asp-40-Asn, Ser-127-Asp

Hager et al.,
1998

24 uibergewichtige Probanden (BMI > 40 kg/m?)

A zu G-Austausch an Base 19 des 1. Exons

Hinney et al.,
1998

315 extrem adipdse Kinder und Jugendliche (mittlerer BMI 32,62 + 5,85
kg/m?)

49 jugendliche Patientinnen mit Anorexia nervosa ( mittlerer BMI 14,59 + 1,7
kg/m?)

Ser-91-Ser (keine Anderung der Aminoséuresequenz)
Glu-126-GlIn
-1387 G/A in der LEGLUR-Region (leptin gene linked upstream region)

Karvonen et al.,
1998

200 iibergewichtige Finnen; BMI 34,7 + 3,8 kg/m?

G144A und

G328A, beide assoziiert mit niedrigen Leptin-Werten;
A19G

C538T

Mammeés et al.,
1998

117 iibergewichtige Kaukasier (mittlerer BMI 33,2 + 5.4 kg/m?)

mehrere Polymorphismen in der 5’-untranslatierten Region:
C-2549A; T-2437G; C-1887T; C-1823T; G-1387A; C-633T; C-188A;
G19A

Li et al.,
1999

125 nicht verwandte extrem iibergewichtige Probanden (BMI > 40 kg/m?)
86 normalgewichtige Probanden (BMI < 27 kg/m?)

Kodon 102: AAC/AAT (stumme Mutation)

mehrere Polymorphismen in der 5’flankierenden Region: +19, -188 —
633, - 1823, - 1963, - 2548, - 476, -477, -570, -1447, -2094, -2570, -
2575, -2672, -2793

Tabelle 2.5: Zusammentfassung der Ergebnisse zur Mutationssuche im Leptingen beim Menschen (Fortsetzung von Seite 27)
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Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen systematischen Mutationssuchen gelangten
andere Arbeitsgruppen durch Rekrutierung von Probanden mit niedrigen Leptinspiegeln

zu sehr interessanten Ergebnissen:

2.6.9 Monogene Formen der Adipositas durch Mutationen im Leptingen des

Menschen

1997 untersuchte die Arbeitsgruppe um Montague zwei extrem {ibergewichtige,
blutsverwandte, pakistanische Kinder, deren Leptinspiegel an der unteren
Nachweisgrenze lagen. Die Kinder zeigten ein normales Geburtsgewicht, aber schon
bald nahmen sie aufgrund der sehr ausgeprigten Hyperphagie stark an Korpergewicht
zu. Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren die Kinder acht bzw. zwei Jahre alt und
hatten jeweils ein Korpergewicht iiber dem 99,6. Altersperzentil (86 kg bzw. 29 kg) und
einen Korperfettanteil von 57 % bzw. 54 %. Im Wachstum lagen beide auf dem 75.
Altersperzentil. Sequenzierung ergab, dall beide Kinder homozygot fiir eine Mutation
(Deletion eines Guaninnucleotids in Kodon 133) im Leptingen sind. Dies fiihrt zu einer
Leserasteverschiebung mit einem verfrithten Abbruch der Proteinsynthese durch ein
Stop-Kodon. Die vier Eltern zeigten jeweils einen heterozygoten Genotyp, ein Teil der
Geschwister ebenfalls, die anderen waren homozygot fiir das Wildtyp-Allel. Bei Eltern
und Geschwistern korrelierten die Leptinwerte im erwarteten MaBe mit dem
Korpergewicht. Kein weiteres Familienmitglied war extrem iibergewichtig. Mit der
Entdeckung dieser Mutation ist der erste genetische Beweis erbracht, dall Leptin einen
wichtigen Regulator in der Energiebilanz auch beim Menschen darstellt.

Ungeféhr ein Jahr spater wurde das dltere der beiden Kinder mit rekombinantem Leptin
behandelt [Farooqi et al., 1999]. Das nun 9-jdhrige Madchen wies ein Ausgangsgewicht
von 94.4 kg (> 99.9. Perzentil) bei einer Korpergrole von 140 cm (91. Perzentil) auf.
Temperatur und Blutdruck befanden sich im Normbereich, der Hormonstatus und der
Phénotyp entsprachen einer prépubertalen Phase. Die Gabe von rekombinantem Leptin
fir 12 Monate einmal tdglich subkutan fithrte schon nach 2 Wochen zu einer
Gewichtsreduktion. Dies blieb tiber den gesamten Untersuchungszeitraum bestehen,
nach 12 Monaten wog das Miadchen 16,4 kg weniger. Dies entsprach einer mittleren
Abnahme von 1-2 kg pro Monat. Von diesen gut 16 kg erkldrten sich 95 % durch die
Abnahme von Fettmasse (zu Beginn betrug die Fettmasse 59 % des KG, nach 12
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Monaten noch 52 % des KG). Die Energicaufnahme des Médchens verringerte sich um
ca. 42 %, die metabolische Basalrate verringerte sich um 18 %. Zu Beginn der
Untersuchungen befanden sich die Werte fiir Ostradiol, FSH und LH in
Ubereinstimmung mit der pripubertalen Phase des Midchens. Wihrend der Behandlung
stiegen FSH und LH an, Ostradiol blieb auf einem niedrigen Wert. Erst gegen Ende
zeigte sich ein Beginn der Pubertit an einer nédchtlichen pulsatilen
Gonadotropinsekretion.

In einer deutschen Studiengruppe von 366 extrem adipdsen Kindern und Jugendlichen
(mittlerer BMI 32,5 + 5,9 kg/m?) konnte diese Mutation bei keinem der Probanden
nachgewiesen werden [Hinney et al., 1997b]. Dies ist ein weiterer Hinweis, dal} die
Mutation extrem selten ist, moglicherweise bei Deutschen sogar gar nicht vorkommt.
Strobel et al. berichten 1998 tiber eine Mutationssuche im Leptingen, wobei sie in einer
tiirkischen Population bei drei Probanden mit extremen Ubergewicht (alle aus einer
Familie) einen C zu T-Austausch in Kodon 105 gefunden haben, der dazu fiihrt, daf3
Tryptamin anstelle von Arginin in die Proteinkette eingebaut wird. Kurioserweise ist
diese Aminosédureposition identisch zu der Position einer Nonsensemutation bei der
Maus. Bei den 3 homozygoten Probanden fanden sich extrem niedrige Leptinwerte
(diese hatten den Anlall zur Mutationssuche gebildet) und hohe BMI-Werte (55,8 und
46,9 und 32,5 kg/m?). Sie zeigten extreme Hyperphagie, erhohte Plasma-Insulinwerte
und einer war hyperglykdmisch. Eine 34-jdhrige Patientin war bis dahin primér
amenorrhoisch, fing aber im Alter von 36 Jahren an zu menstruieren [Ozata et al.,
1999], wobei der Zyklus einen Lutealphasendefekt aufwies. Die Ovarien waren kleiner
als normal, die Brust zeigte wenig Driisengewebe. Ein 22-jdhriger Patient kam nicht in
die Pubertit, zeigte klinische Zeichen von Hypogonadismus (keine sekundére
Schambehaarung, bilaterale Gyndkomastie, kleiner Penis und Hoden, Azoospermie).
Die minnlichen Geschlechtshormone waren erniedrigt, lieBen sich aber durch Gabe von
Gonadotropin auf normale Werte anheben. Die weiteren Familienmitglieder waren
durchgehend heterozygot oder homozygot fiir den Wildtyp und hatten normales
Korpergewicht.

Spéter konnte in der gleichen Familie eine weitere homozygote Probandin identifiziert
werden. Sie war ebenfalls extrem tibergewichtig und amenorrhoisch [Ozata et al., 1999].
Schon im Kindesalter starben in dieser Familie sieben Mitglieder, die denselben
Phinotyp aufwiesen wie die anderen tibergewichtigen Probanden, an Infektionen. Ozata

und Mitarbeiter schluBBfolgerten, da3 auch diese Kinder extrem niedrige Leptin-Werte
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gehabt haben konnten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB3 Leptin eine wichtige
Rolle bei der Auslosung der Pubertit hat, jedoch nicht zwingend notwendig ist. Ozata
und Mitarbeiter schlieBen, daB Leptin-Mangel in der Kindheit zu Infektionen
pradisponiert. Wenn diese aber iiberlebt werden, so ist der Korper in der Lage, auch

ohne Leptin einige dieser Defekte zu kompensieren.

2.6.10 Der Leptinrezeptor

Kurz nach der Identifizierung des Leptingens gelang es auch, den dazugehorigen
Rezeptor bei Maus und Mensch zu klonieren [Tartaglia et al., 1995]. Bei der Maus ist
das Gen fiir den Leptinrezeptor (OB-R), welches auf Chromosom 4 liegt, identisch zum
db-Gen [Chua et al., 1996]. Dies fithrte dazu, daB3 bei der db/db-Maus nach
Veranderungen in der Sequenz des OB-R gesucht wurden. So konnte auch eine Insertion
gefunden werden, die zu einem vorzeitigen Abbruch der Transkription fiihrt [Chen et
al., 1996], eine Signaltransduktion ist nun nicht mehr moglich. So sind nun, da
erwiesenermallen bei db/db-Méusen eine Leptinresistenz vorliegt, die hohen
Leptinspiegel bei diesen Tieren als Kompensationsmechanismus zu sehen.

Das menschliche Gen fiir den OB-R liegt an der Position 1p31. Mit seinen 20 Exons
kodiert es fiir einen Rezeptor, der sich aus einer leptinbindenden extrazelluldren
Doméne, einer intrazelluldiren Domine und einer Transmembranregion zusammensetzt
[Tartaglia et al., 1995; Baumann et al.; 1996]. Damit dhnelt er den Rezeptoren der
Zytokin-Klasse-I. Es existieren unterschiedliche Varianten des Rezeptors, von einer
kiirzeren wird z. B. vermutet, dal sie in Form eines loslichen Rezeptors als
Transportprotein fiir Leptin dient [Tartaglia et al., 1995; Lee et al., 1996; Gotoda et al.;
1997]. Die Rezeptoren finden sich im Gehirn im Plexus choroideus, im Hypothalamus
und in den Kapillaren des Gehirns, sowie in verschiedenen anderen Organen auB3erhalb
des Gehirns (Niere, Milz, Herz, Leber) [Golden et al., 1997; Lee et al., 1996; Emilsson
et al., 1997]. Auf das sittigbare Transportsystem, iiber welches Leptin ins Gehirn
gelangt, ist bereits an anderer Stelle eingegangen worden (siche 2.6.4); verantwortlich
fuir diesen Transport sind die Leptinrezeptoren.

Da bei db/db-Miusen eine nachgewiesene Mutation zur Leptinresistenz fiihrt, wurden
einige Untersuchungen angestellt, ob es solche Mutationen auch beim Menschen gibt.

Denn eine daraus resultierende Leptinresistenz kann eine Erkldrung fiir die Entstehung
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von Adipositas trotz hoher Leptinspiegel sein. Wie auch beim Leptingen konnten
mehrere Sequenz-Polymorphismen identifiziert werden [z. B. Echwald et al., 1997b;
Thompson et al., 1997], die aber in ihrer Allelverteilung zwischen adipdsen und
normalgewichtigen Probanden kein signifikantes Ergebnis zeigten. Einzig Clément et al.
[1998] gelang es, bei der Untersuchung einer Familie mit drei extrem adipdsen Kindern
eine Mutation im Leptinrezeptorgen zu finden, die flir die Entstehung von extremer
Adipositas verantwortlich zu sein scheint. Die Mutation, ein G- zu A-Austauch, liegt in
Exon 16 und fiihrt dazu, daB3 eine abnormale mRNA produziert wird, in der das 16.
Exon fehlt, was wiederum zu einer fehlenden transmembranen und intrazellulidren
Doméne fiihrt. Probanden, die homozygot fiir diese Mutation sind, zeigen eine frith
einsetzende Adipositas (z. B. BMI im Alter von 19 Jahren 65,5 kg/m?). Die
Leptinspiegel sind stark erhoht. Desweiteren bleibt bei ihnen die Pubertit aus und die
Sekretion von Wachstumshormonen und thyreotropen Hormonen ist reduziert. Diese
Verdnderungen zeigen sich nicht bei heterozygoten Probanden, die noch die normale
Form des Rezeptors bilden konnen. Allerdings handelt es sich, wie auch bei den
monogenen Formen der Adipositas im Leptingen des Menschen, um eine sehr seltene
Mutation. Bei einer Untersuchung an 402 Franzosen konnte die Mutation nicht

nachgewiesen werden [Clément et al., 1998].

2.6.11 Andere Wirkungsbereiche von Leptin

Wie schon zuvor geschildert wurde, wird Leptin nicht nur im Fettgewebe produziert,
sondern auch in anderen Geweben (z. B. Plazenta, Gehirn). Dies und die Tatsache, daf3
auch der Leptinrezeptor in zahlreichen Geweben exprimiert wird, legte die Vermutung
nahe, daB Leptin noch weitere Organfunktionen beeinflulit. Anhand zahlreicher

Untersuchungen konnte dies mittlerweile bestétigt werden.

Anorexia nervosa: Patientinnen mit Anorexia nervosa haben einen erniedrigten Serum-
Leptinspiegel im Vergleich zu normalgewichtigen Frauen [Hebebrand et al.,
1995¢+1997]. Der Leptinspiegel korreliert auch hier mit dem Gewicht (ausgedriickt als
BMI), und auBerdem mit dem Korperfett und dem Prozentanteil Korperfett. Es konnte

gezeigt werden, dafl die Korrelation von Leptinwerten mit dem Prozentanteil Fettmasse
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hoch ist [Mathiak et al., 1999]. Diese Befunde konnten in Zukunft dazu beitragen, daf3
die Prognosebeurteilung sich nicht mehr nur auf den BMI stiitzt, sondern auch auf
Leptinwerte und Fettmasse. Die Leptin-Synthese bei Anorexia nervosa zeigt sich bei
stationdrer Behandlung nach Erreichen des Zielgewichts iiberschieend, nachdem zum
Aufnahmezeitpunkt fast alle Patientinnen Serum-Leptinspiegel unter dem
Referenzbereich zeigten [Hebebrand et al., 1997]. Die niedrigen Leptinwerte bei AN
stehen in Zusammenhang mit einer fritheren oder derzeitigen Episode von Amenorrhoe.
Man geht davon aus, daB3 eine kritische Leptinkonzentration von 1,85 ng/ml im Blut
vorliegen muf3, um die Menstruation zu ermdoglichen [K6pp et al., 1997].

Eine Beteiligung des Leptingens an der Entstehung der Anorexia nervosa konnte

weitgehend ausgeschlossen werden [Hinney et al., 1998].

Glukosehaushalt: Sowohl Insulin als auch Glukose scheinen bei der Regulation der
Leptinproduktion eine Rolle zu spielen [Boden et al., 1996]. Bei einer 52-stiindigen Diét
kommt es zu einem Abfall von sowohl Glukose- als auch Insulinkonzentrationen, wobei
die gemessenen Werte von Insulin und Glukose im Serum positiv mit denen von Leptin
korrelieren. Wird hingegen widhrend einer 72-stiindigen Fastenperiode der
Blutglukosespiegel und der Blutinsulinspiegel auf einem konstanten Niveau gehalten, so
dndert sich auch der Serum-Leptinspiegel nicht wesentlich. Die Produktion von o0b-
mRNA und letztendlich also von Leptin im Fettgewebe wird durch Insulin und
postprandiale Hyperinsulindmie stimuliert [Cusin et al., 1995; Saladin et al., 1995;
Wabitsch et al., 1996] und fallende Spiegel von Insulin senken die ob-mRNA-
Expression [Saladin et al., 1995]. Andererseits fiihren Leptininjektionen zu einem
Abfall der Insulin-Konzentrationen [Halaas et al., 1995, Weigle et al., 1995;
Pelleymounter et al., 1995]. Leptin hemmt spezifisch zahlreiche Wirkungen von Insulin
und induziert damit eine Insulinresistenz [Cohen et al., 1996; Miiller et al., 1997].

Beim Menschen ist nachgewiesen, daf3 eher chronisch erhdhte Insulinsekretionsraten zu
einer Stimulation der Leptinausschiittung im Sinne einer Langzeitregulation fiithren
[Kolaczynski et al., 1996¢; Malmstrom et al., 1996; Utriainen et al., 1996].
Leptinrezeptoren konnten auch in pankreatischen [B-Zellen nachgewiesen werden
[Kieffer et al., 1996]. Leptin wirkte im Pankreas stimulierend auf die Insulinsekretion,
bei Vorinkubation der B-Zellen mit immobilisierten Leptin-Antikdrpern oder bei

Abwesenheit von Glukose kam es nicht zur Stimulation. Dieser Mechanismus konnte
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ein Teil der Ursache der Hyperinsulindmie bei adipdsen Patienten sein [Tanizawa et al.,
1997]. Widerspriichlich dazu stehen die Ergebnisse von Emillson und Mitarbeitern
[1997], die eine Hemmung der Insulinsekretion in Pankreasinselzellen durch Leptin

feststellten.

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHNA): Leptin in geringer
Konzentration stimuliert in vitro die Freisetzung von follikelstimulierendem Hormon
(FSH) und luteinisierendem Hormon (LH) aus dem Hypophysenvorderlappen und von
LH-Releasing-Hormon (LH-RH) aus dem Hypothalamus; in hohen Konzentrationen von
Leptin 146t dieser Effekt nach. Auch Prolaktin wird dosisabhéngig freigesetzt. In vivo
zeigt sich ein Effekt nur auf die Freisetzung von LH. Leptin spielt also eine Rolle in der
Kontrolle der Gonadotropin-Sekretion im Sinne einer Stimulation der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse [Yu et al., 1997].

Bei normalen Ratten und Miusen fiithrt das Zusammenbinden der Hinterbeine, also eine
Form von StreB fiir die Tiere, dazu, daB die hypothalamo-adrenale Achse stimuliert
wird, was man an einer Erh6hung von sowohl ACTH (adrenocorticotropes Hormon) als
auch Kortikosteroiden messen kann. Eine Vorbehandlung mit Leptin fithrt zu einer
Blockierung dieser strefinduzierten Stimulation beider Hormone [Heiman et al., 1997].
Weiterfiihrende Untersuchungen kénnen verdeutlichen, daB3 diese Blockierung durch
Hinderung der CRH-Freisetzung im Hypothalamus erfolgt. Ob dies direkt oder durch
Mitwirkung von NPY passiert ist noch unklar.

Auch beim Menschen fiihrt Stref, wie zum Beispiel Infektionen, zu einer Stimulation
der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse. Auch Leptin ist an diesem
Regelkreis beteiligt [Bornstein, 1997]. Patienten mit einer akuten Sepsis zeigten nachts
signifikant abfallende Leptinwerte aber einen paradoxen Anstieg von ACTH und
Kortisol, was im Kontrast steht zu normalerweise nichtlich erhohten Leptinwerten und
einer Herunterregulation der HHNA [Sinha et al., 1996; Licino et al., 1997]. Leptin
inhibiert bei Mausen die HHNA-Antwort auf Strefs [Ahima et al., 1996], so daB3 die von
Bornstein gemessenen néchtlich erhohten Werte von ACTH und Kortisol bei septischen

Patienten eher als Konsequenz denn als Ursache zu verstehen sind.
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Sympathisches Nervensystem: Intrazerebroventrikulédre Injektion von Leptin fiihrt bei
normalen Ratten zu einem langsamen aber stetigen Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdruckes. Der Blutfluf} in den iliakalen Arterien und der Arteria mesenterica superior
fallt ab, nicht aber der Blutflufl in den Nierenarterien. Weiterhin kommt es zu einer
Erhohung der sympathischen Nervenaktivitdt [Dunbar et al., 1997]. Die Autoren
schlieBen aus ihren Befunden, dafl die Erhohung des Blutdrucks durch eine
Einschrankung des arteriellen Blutflusses zu den Skelettmuskeln und dem
Splanchnikusgebiet zustande kommt. Dieser erhohte periphere Widerstand wiederum ist
eine Folge des aktivierten sympathischen Nervensystems.

Mutationen im Leptingen, die zu einer verminderten Leptinsekretion fiihren, rufen beim
Menschen einen Abschwéichung des Sympathikotonus hervor [Ozata et al., 1999].

Auf eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems hingegen folgt ein Abfall von
ob-mRNA [Trayhurn et al.; 1995b]. Bei Mé&usen kam es nach zweistiindiger
Kilteexposition bei 4 °C zu einem Ausbleiben der ob-mRNA-Expression. Die
Reversibilitdt dieser Reaktion zeigte sich, als nach 2,5 Stunden bei 24 °C erneut ob-
mRNA im weillen Fettgewebe nachgewiesen werden konnte. Daher scheint das
sympathische Nervensystem ein weiterer Kontrollfaktor der oh-mRNA-Expression zu

sein.

Fertilitit und Pubertit: Homozygote ob/ob-Miuse sind steril, sowohl Mannchen als
auch Weibchen. Im Gegensatz zu den Minnchen, bei denen die Sterilitdt durch
Gewichtsreduktion reversibel ist, bleibt sie bei den Weibchen auch nach
Gewichtsreduktion erhalten. Die Reproduktionshormone bei den Weibchen sind
reduziert, was auf einen Defekt der Hypothalamus-Hypophysen-Achse hindeutet
[Swerdloff et al., 1976].

Unter einer Therapie mit rekombinantem Leptin konnen ob/ob-Weibchen wieder
trachtig werden und die Mannchen werden wieder zeugungsfihig [Chehab et al., 1996;
Mounzih et al., 1997].

Mit Leptin behandelte ob/ob-Méuse haben einen signifikant erhohten Spiegel von
Hormonen des Reproduktionssystems (LH, FSH) und zeigen hohere Gewichte der
Fortpflanzungsorgane im Gegensatz zu den unbehandelten Tieren [Barash et al.; 1996].
Bei einer Uberexpression von Leptin zeigten schlanke Miuse eine friih einsetzende

Pubertdt und intakte Fertilitdt, im weiteren Verlauf jedoch wiesen sie eine gegeniiber
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normalen Méusen deutlich reduzierte Fertilitdt auf. Dies wird auf eine hypothalamische
Dysfunktion zuriickgefiihrt, da sowohl GnRH erniedrigt ist, als auch extern zugefiihrtes
GnRH nicht zu einem addquaten LH-Anstieg fithrt [ Yura et al.; 2000].

Die Serum-Leptinkonzentrationen sind negativ mit dem Alter bei Menarche assoziiert
[Matkovic et al., 1997]. Ein Anstieg des Leptinwertes um 1 ng/ml verkiirzt die Zeit bis
zur Menarche um 1 Monat. Ahnlich verhilt es sich beim Korperfett. Eine Zunahme von
1 kg Korperfett bewirkt eine im Durchschnitt 13 Tage friiher eintretende Menarche.
Dies 148t vermuten, da3 Leptin in einer bestimmten Menge im Serum vorhanden sein
mufl, um die Reproduktionsfunktion bei Frauen zu triggern, es also einen
Schwellenwerteffekt gibt. Auch Kopp et al. [1997] demonstrieren, dall niichtern
gemessene Leptinwerte eine bessere Vorhersagekraft beziiglich der menstruellen
Funktion zeigen als BMI oder Fettmasse. Demnach ist eine Kkritische Blut-
Leptinkonzentration von 1,85 ng/ml notwendig, um die Menstruation zu erméglichen.
Bei Jungen steigen die Leptinwerte um ca. 50 % an, bevor die Pubertét einsetzt und
bevor Testosteron, LH und FSH ansteigen. Sie fallen nach Einleitung der Pubertit
wieder auf basale Werte ab [Mantzoros et al., 1997].

Im Zusammenhang mit den schon zuvor beschriebenen Befunden hinsichtlich der
Leptin-Therapie bei kongenitalem Leptin-Mangel (siehe 2.6.9) 146t sich feststellen, daf3
Leptin eine wichtige Rolle bei der Auslosung der Pubertdt zukommt, aber beim

Menschen moglicherweise nicht zwingend notwendig ist.

Himatopoese: In hidmatologischen Stammzellpopulationen wird der Leptinrezeptor
gebildet und Leptin wird von hdmatopoetischem Gewebe gebildet. Leptin wirkt auf die
Proliferation von hédmatopoetischen Stammzellpopulationen im Sinne einer Stimulation
von Erythropoese, Myelopoese und Lymphopoese. In Ubereinstimmung damit konnte
festgestellt werden, daB3 db/db-Méuse, denen der Leptinrezeptor fehlt, ein Defizit an

lymphopoetischen Zellen aufweisen [Bennett et al., 1996].

Immunsystem: Leptin wird auch mit der Regulation des Immunsystems in Verbindung
gebracht. Sowohl ob/ob-Miuse als auch db/db-Méuse haben ein geschwichtes
Immunsystem [Fernandes et al., 1978; Chandra et al., 1980] und eine geschwichte

zellvermittelte Immunitit [Cason et al., 1986]. Leptin hat einen spezifischen Effekt auf
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T-Lymphozyten, indem es TI1-Helferzellen stimuliert und T2-Helferzellen in ihrer
Produktion hemmt [Lord et al., 1998]. Der immunsuppressive Effekt von akutem
Hungern konnte durch die Gabe von Leptin bei Mausen riickgéngig gemacht werden. In
der Schwangerschaft wirkt Leptin stimulierend auf die Proliferation und Differenzierung
von Dottersackzellen sowie fetalen Leberzellen und hédmatopoetischen Stammzellen.
Zudem steigert es die Zahl der Granulozyten und Makrophagen [Mikhail et al., 1997]. In
Makrophagen wird die Expression von Zytokinen durch Leptin induziert [Loffreda et
al., 1998]. Auch die Untersuchungsergebnisse von Ozata et al. [1999] und Strobel et al.
[1998] weisen darauf hin, dal Leptin fiir die Funktion des Immunsystems wichtig ist.
Ein von ihnen untersuchtes Kind mit extremer Adipositas z. B. weist eine erniedrigte T-
Zell-Zahl auf, und 7 Kinder mit friithmanifester extremer Adipositas starben bereits im
Kindesalter an Infektionen. Ozata et al. [1999] gehen davon aus, dal auch diese Kinder
homozygote Trager der Mutation waren und aufgrund des Leptindefektes ein

unzureichend entwickeltes Immunsystem besafen.
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3 Ziel der Arbeit

Die bisherigen Ausfithrungen stellen den Stand der Wissenschaft zu den Themen
Korpergewichtsregulation und Leptin dar. Es wurde deutlich gemacht, dal man mit dem
Sattigungsfaktor Leptin einen wichtigen Signalstoff in der Gewichtsregulation gefunden
hatte. Die Regulation von Leptin unterliegt einem komplexen, noch nicht vollstindig
gekldrten Miteinander verschiedener Komponenten. Somit ist auch die Regulation des
Korpergewichts noch unklar. Es ist sehr wahrscheinlich, da3 es mehr als eine Ursache
fir die Entwicklung von Ubergewicht gibt, da der Regelkreis des Leptins an
verschiedenen Stellen unterbrochen werden und somit auf verschiedenen Wegen
Adipositas entstehen kann.

Die hier vorliegende Arbeit stiitzt sich auf die zahlreichen Ergebnisse die darauf
hindeuten, dafl Leptin an der Regulation des Korpergewichts beteiligt ist. Es wurde eine
Mutation im ersten Exon der Leptingens auf ein gehéuftes Auftreten in verschiedenen
Populationen untersucht. Obwohl das erste Exon des Leptingens nicht transkribiert wird,
konnen Allelvariationen dennoch Auswirkungen auf die Translationseinleitung oder
Transkriptionsrate haben. Die folgende Hypothese wurde Gegenstand dieser Arbeit:

Der  194/G-Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens fiihrt zu einer
Dysregulation der Leptinsekretion. Daher ist ein Allel dieses Polymorphismus mit
einem Gewichtsextrem (Adipositas oder Anorexia nervosa) assoziiert.

Das untersuchte Kollektiv setzte sich zusammen aus extrem adipdsen Kindern und
Jugendlichen sowie Patientinnen mit Anorexia nervosa. Als Vergleichsgruppen dienten
untergewichtige und tibergewichtige Studenten. Zunédchst wurde auf Vorhandensein des
Polymorphismus untersucht, dann wurden die Allelverteilungen bestimmt. Der
Polymorphismus, der zuerst von Hager et al. [1998] beschrieben wurde befindet sich an
Position +19. Thm liegt ein Basenaustausch von A—G zugrunde, welcher in der
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms NspBIl liegt. Durch Einbau eines Guanin
anstelle eines Adenin wird eine Schnittstelle fiir das Enzym geschaffen. Ziel der Arbeit
war es, die PCR fiir diesen Bereich zu optimieren und sodann die optimalen
Bedingungen fiir die DNA-Digestion zu erarbeiten. Anhand dieser Untersuchungen
konnte dann die Allelverteilung bestimmt werden, welche mittels y*-Test auf eine
Assoziation zu den verschiedenen Phénotypen untersucht wurde. Zusétzlich wurde ein

Transmission Disequilibrium Test (TDT) durchgefiihrt.
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4 Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1 Probandenrekrutierung

Fiir die Assoziations- und Kopplungsstudien wurden Probanden mit unterschiedlichen

Gewichtsextremen untersucht, sowie Patienten mit Anorexia nervosa. Die BMI-Werte

wurden mit Hilfe des gemessenen Korpergewichts und der Korpergréfie bestimmt.

¢

Die untergewichtigen Probanden waren Studenten der Philipps-Universitidt Marburg,
die folgende Voraussetzungen erfiillen mufiten:

¢ BMI < 15. Altersperzentil

¢ keine organischen Erkrankungen

¢ keine Anorexia nervosa oder andere EBstérungen in der Vorgeschichte

¢ Zigarettenkonsum von weniger als 10 Zigaretten pro Tag

Die iibergewichtigen Probanden, ebenfalls Studenten, muflten folgende Einschluf3-
kriterien erfiillen:

¢ BMI > 90. Altersperzentil

¢ keine organischen Erkrankungen

¢ Zigarettenkonsum von weniger als 10 Zigaretten pro Tag

Extrem adipose Kinder und Jugendliche aus Kliniken in Murnau und
Berchtesgarden, die sich auf die Behandlung dieser Gewichtsextreme spezialisiert
haben, sowie adipose Kinder aus Marburg. Sie unterlagen folgenden
Aufnahmebedinugen:

¢ BMI > 90. Altersperzentile

Patienten mit Anorexia nervosa, die die Kriterien nach DSM-IV erfiillten, wurden
aus den Kliniken fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie der Universitdten von Marburg,
Frankfurt, Mannheim und Koln rekrutiert. Befragt wurden sie entweder mit der
neuesten Version des Composite International Diagnostic Interview [CIDI, zur
Verfiigung gestellt von Professor Wittchen, Miinchen] oder dem Diagnostic
Interview for Genetic Studies und dem Eating Disorder Family History Interview
[zur Verfiigung gestellt von Professor Strober, Los Angeles].

Zusitzlich wurden teilweise auch die Eltern der Patienten mit AN und mit

Ubergewicht befragt.
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Von allen Probanden beziehungsweise ihren Erziehungsberechtigten liegt eine

schriftliche Einverstidndniserkldrung vor.

Die Ethikkommission der Philipps-

Universitdit Marburg hatte keine Bedenken hinsichtlich der Durchfithrung der

Untersuchung.

Die Unterteilung des Probandenkollektivs wird in Tabelle 4.1 dargestellt.

BMI- BMI- _
Diagnose Geschlecht Perzentile Durchschnitt Durchschnittsater
Min-Max to i
Adipose f 90-100 32,6+ 6,6 14,425
Kinder
N=323 m 90-100 32,3452 13,6 +2,1
Adipdse f 90-100 29,1 +4.,8 247+38
Studenten
Ne40 m 90-100 29,8 +2.7 25,6 +4,3
untergewichtige f 0-11 17,6 £ 0,5 24.5+3,9
Studenten
N=92 m 0-14 19,1+0,9 26,2+3,9
Patienten mit f 0-16 14,5 £ 1,5* 16,6 3.4
AN
NeT6 m 0-1 13,9 +2,0% 153+6,9

Tabelle 4.1: Probandenkollektiv

c Standardabweichung

f weibliches Geschlecht
m ménnliches Geschlecht
* unbehandelt

4.1.2 Chemikalien

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien und der jeweiligen Bezugsfirmen findet
sich in Tabelle 4.2. Wenn nicht anders erw#hnt, wurden die Chemikalien von folgenden

Firmen bezogen: Roth, Karlsruhe; Sigma, Steinheim; Merck, Darmstadt.
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Chemikalien Bezugsquelle
Aqua ad injectabile Braun, Melsungen
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Steinheim
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Buffer green Eurogentec Bel S.A., Seraing, Belgien
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
Desoxynucleosidtriphosphate Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Ficoll, Typ 400 Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden
Formamid Sigma, Steinheim
Glycerol Sigma, Steinheim
TEMED Sigma, Steinheim
Tris HCI USB, Ohio, USA
Xylencyanol Merck, Darmstadt

Tabelle 4.2: Chemikalien und Herstellerangabe

4.1.3 Enzyme

Tabelle 4.3 zeigt eine Aufstellung der verwendeten Enzyme und ihre Bezugsquellen.

Enzym Bezugsquelle
DNA-Tagq-Polymerase Bio Lab
Pronase E Sigma
NspBIl Amersham

Tabelle 4.3: Enzyme und ihre Bezugsquelle

4.1.4 Puffer und Losungen

Auflistung der verwendeten Puffer und Losungen, ihrer Zusammensetzungen und

Konzentrationen:
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Chemikalien Stammkonzentrationen g/1000 ml Aqua dest
Tris-HCI 10 mM 1,21
MgCl, 5mM 1,02
NaCl 10 mM 0,58
Tabelle 4.4: Red cell lysis buffer (RCLB), pH 7.6
Chemikalien Stammkonzentrationen g/1000 ml Aqua dest
NaCl 75 mM 4,39
Na,EDTA 25 mM 8,41
Tabelle 4.5: SE-Puffer, pH 8
Chemikalien Stammkonzentrationen g/1000 ml Aqua dest
Tris-HCI 10 mM 1,21
Na,EDTA 1 mM 0,34

Tabelle 4.6: TE-Puffer, pH 8

Chemikalien Konzentration
Tris-HCI1 0,04 M
Eisessig 2%
EDTA 0,01 M
Tabelle 4.7: 1 x TAE-Puffer
Chemikalien Konzentration
Tris-HCI1 0.89 M
Borat 0,89 M
EDTA 0,02 M

Tabelle 4.8: 10 x TBE-Puffer, ph 8.0
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Chemikalien Konzentration
Bromphenolblau 0,25 %
Xylenzyanolblau 0,25 %

Ficoll, Typ 400 15%

Tabelle 4.9: Gel-Ladungspuffer fiir Agarose-Gele

Chemikalien

| Verhiiltnis

Formamid : EDTA (ph 8,0; 25 mM) | 5.1

Tabelle 4.10: Gel-Ladungspuffer fiir Sequenzierung

Chemikalien Konzentration
Tris-HCI (pH 8,0) 20 mM
EDTA 250 mM
Tabelle 4.11: Master-Mix
Chemikalien Menge / Einzelprobe
SE-Puffer 5 ml
Pronase 10 mg/ml 25 ul
SDS 10 % 500 pl

Tabelle 4.12: Pronase-Mix




44

Material und Methoden

Puffer-Nr. | Tris-HCI (mM) pH MgCl, (mM) KCI (mM)
1 100 8.3 15 250
2 100 8.3 15 750
3 100 8.3 35 250
4 100 8.3 35 750
5 100 8.8 15 250
6 100 8.8 15 750
7 100 8.8 35 250
8 100 8.8 35 750
9 100 9,2 15 250
10 100 9,2 15 750
11 100 9,2 35 250
12 100 9,2 35 750

Tabelle 4.13: 10 x Puffer fiir PCR-Optimierung

Eingesetzte Menge  Konzentrationen im
Chemikalien
pro 25 ul-Ansatz PCR-Reaktionsmix
Formamid (100 %) 1,25 ul 5%
DMSO (100 %) 1,25 ul 5%
Glycerol (100 %) 3,75 ul 15 %
[NH4]2SO4 (375 mM) 1,0 pl 15 mM
BSA (20 mg/ml) 1,5 ul 1,28 mg/ml

Tabelle 4.14: Losungen zur weiteren PCR-Optimierung

Reagenz

Konzentration

Tris-HCI, pH 7,5
MgClz
Dithiotreitol

100 mM
100 mM
10 mM

Tabelle 4.15: Puffer 10 x L fiir Enzym NspBII fiir DNA-Digestion
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Chemikalien | Konzentration

Ethidiumbromid | 10 mg/ml

Tabelle 4.16: Losung zum Farben des Agarosegels

4.1.5 DNA-Léngenstandard

Tabelle 4.17 beschreibt die verwendeten DNA-Léngenstandards und ihre jeweiligen

Fragmentlédngen.
Lingenstandard Fragmentlingen
Low DNA Mass-Ladder (GIBCO) 100, 200, 400, 800, 1200, 2000 bp
123 bp Marker (GIBCO) 123, 246, 369, 492, 615, 738 — 4182 bp

Tabelle 4.17: DNA-Léngenstandards und ihre Fragmentldangen

4.1.6 Oligonukleotide

In Tabelle 4.18 werden die verwendeten Primer und ihre Sequenzen genannt.

Primer Sequenz Tm

obl-ex-F | 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC/C CCC GCG AGG TGC ACA CTG-3" | 66°C
obl-ex-R| 5°-TGT AAA ACG ACG GCC AGT A/GG AGG AAG GAG CGC GCC-3’ | 62°C

Tabelle 4.18: Primer und ihre Sequenzen

An den mit / markierten Stellen liegt eine artifizielle Schnittstelle fiir ein Enzym vor,
erst ab dieser Stelle binden die unterstrichenen Primersequenzen in Intronbereichen
flankierend zum Exon 1 an das Leptingen. Die Primersequenzen wurden
freundlicherweise von Dr. P. Froguel und Dr. J. Hager vom Institut Pasteur in Paris zur

Verfiigung gestellt.
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Die Oligonukleotide wurden vom Institut fiir Molekularbiologie und Tumorforschung

der Universitdt Marburg von der Arbeitsgruppe Krause hergestellt.

4.1.7 Geriite

In Tabelle 4.19 werden die verwendeten Grof3gerite und ihre Hersteller aufgefiihrt.

Geriite

Typenname

Hersteller

DNA-Thermozykler

DNA-Thermozykler

Elektrophorese-
Kammer
Kamera
Kiihlzentrifuge
Photometer
Pipetten
Power Supply
Reinstwasseranlage
Schiittelwasserbad
Sequenzierer
Tischzentrifuge
UV-Lichtquelle

Vortex

GeneAmp PCR-System
9600
GeneAmp PCR-System
2400

Maxi Gel System

GDS-System
Megafuge 2.0 R
Gene Quant II

E452
MilliQ plus
1083
Cycle Sequenzer ABI 373
Labofuge 400E
UC-TM-25
MINI Schiittler MS1

Tabelle 4.19: Grof3gerite und ihre Hersteller

Perkin Elmer, Weiterstadt

Perkin Elmer, Weiterstadt

OWL Scientific

Polaroid
Heraeus, Hanau
Pharmacia Biotech, Freiburg
Finn, Eppendorf
Consort, Turnhout, Belgien
Millipore
GFL, Burgwedel
Perkin Elmer, Weiterstadt
Heraeus, Hanau
Hoefer, San Francisco, USA
IKA Works, Staufen
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4.2 Methoden

4.2.1 DNA-Extraktion

Die DNA findet sich prinzipiell in jeder menschlichen Zelle. Hier wurde sie anhand
eines modifizierten Protokolls der Aussalzungsmethode nach Miller et al. (1988) aus

Leukozyten extrahiert.

4.2.1.1 Durchfiihrung:

Von dem mit EDTA ungerinnbar gemachten Blut werden 10-20 ml mit 30 ml eiskaltem
RCLB (s. Tab. 4.4) gemischt, wodurch die Zellen lysiert werden. Wihrend einer 15
miniitigen Inkubation auf Eis werden die Proben noch 3-4 mal durchgemischt und
anschliefend 10 min bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit (3300 Umdrehungen pro
Minute; Ausschwingrotor, Heraeus Megafuge) zentrifugiert und der Uberstand
anschliefend abgegossen. Das Sediment, in dem sich die Zellkerne und Mitochondrien
mit der DNA befinden, wird in etwas RCLB aufgenommen und dann auf 25 ml mit
RCLB aufgefiillt, um die verbliebenen Erythrozyten zu lysieren. Dann wird noch einmal
wie zuvor zentrifugiert und das Sediment in 5,5 ml Pronase-Mix aufgenommen und
tiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Pronase bewirkt eine Aufspaltung der
Leukozyten und einen Verdau der DNA-assoziierten Proteine. Im Verlauf werden zu
dieser Losung 5 ml SE-Puffer hinzugegeben und fiir mindestens 10 min bei 55°C
schiittelnd inkubiert. Um die Proteine herauszufillen werden sodann 2,5 ml 5 M NaCl-
Losung hinzugegeben und sofort fiir 15 Sekunden gevortext. Danach wird fiir 15 min
bei Raumtemperatur und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen, in dem sich nun die DNA befindet. Das 2,5-fache Volumen (auf 45 ml)
Ethanol wird zu dem Uberstand hinzugegeben und die Phasen werden gemischt, die
DNA sollte jetzt an der Oberflaiche schwimmen. Mit Hilfe einer Pasteurpipette mit
eingeschmolzener und umgebogener Spitze, die als Haken dient, kann die DNA
herausgefischt werden, man schwenkt sie kurz in 70%igem Ethanol und nimmt sie
anschlieffend in einem geeigneten Volumen TE-Puffer auf. Wihrend einer Inkubation

bei 4°C tiber Nacht oder fiir 1-2 Stunden bei 50 °C im Wasserbad wird die DNA gelost.
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Etwas anders wird bei vielen kleine DNA-Bruchstiicken verfahren: Nach der Fiillung
wird die DNA 20 min bei Raumtemperatur mit maximaler Geschwindigkeit ein weiteres
Mal zentrifugiert, wodurch sich die DNA auf dem Boden des Falcons absetzt. Nach
AbgieBen des Uberstandes werden 1,5 ml Ethanol (70 %) zugegeben und alles in ein
Eppendorf Cup iiberfithrt. Dies wird bei 14 000 x g zentrifugiert (Labofuge 400 E,
Heraeus) und dann das Ethanol abgesaugt. Das Pellet trocknet einige Minuten an der

Luft, bevor es in TE-Puffer gelost wird [modifiziert nach Miller et al.; 1988].

4.2.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung:

Da die Menge und somit auch die Konzentration der DNA, die aus verschiedenen
Blutproben gewonnen wird, sehr unterschiedlich sind, wird die Konzentration mit Hilfe
eines Photometers (Pharmacia Biotech, GeneQuant II) bestimmt. Dazu wird die DNA
1:200 mit Aqua dest. verdiinnt und die Extinktion dieser Losung im Photometer (Filter

260 nm) bestimmt. Die Konzentration errechnet sich mit folgender Formel:

DNA - Konzentration (png/ml) = Verdiinnung x 50 pg/ml X Exg0 nm.

Die Konzentration sollte sich zwischen 300 und 1000 pg/ml bewegen und das
Verhiltnis zwischen DNA und Protein sollte 1,5 nicht unterschreiten.
Ein Aliquot der DNA wird mit Hilfe dieses Ergebnisses auf eine Konzentration von 100

pmol verdiinnt und bei -80° C tiefgefroren.

4.2.1.3 Mikrotiterplatten

Um die Pipettierarbeit leichter zu gestalten, werden aus 96 DNA-Proben
Mikrotiterplatten hergestellt, wobei jeweils 24 ul Aqua dest. vorgelegt werden und von
der DNA 6 ul hinzugegeben werden, so dafl in den Vertiefungen nachher eine DNA-
Losung mit der Konzentration 20 pmol vorliegt. Die Mikrotiterplatten lassen sich iiber

einen langeren Zeitraum bei -20°C lagern.
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4.2.1.4 Anmerkung

Die fiir diese Arbeit erforderlichen DNA-Extraktionen habe ich nur zum Teil selbst
durchgefiihrt. Bei einem Grofteil der Proben konnte ich auf vorhandene Bestinde der

Klinischen Forschergruppe zurtickgreifen.

4.2.2 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe einer Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: polymerase chain reaction = PCR)
kann man bestimmte DNA-Sequenzen eines Ausgangsmaterials sehr schnell in vitro
vervielfiltigen. Seit ihrer Entwicklung durch B. Mullis und seine Mitarbeiter der Firma
Cetus in Kalifornien [Saiki, 1985; Mullis, 1990] ist die PCR zu einer Routinemethode
molekularbiologischer Labore geworden.

Dazu werden zundchst zwei kurze synthetische Oligonukleotide, Primer genannt, die
komplementir an jeweils ein Ende der Zielsequenz binden, konstruiert. Wenn neben den
Primern auch eine hitzestabile DNA-Polymerase und, als DNA-Vorstufen, auch die vier
Desoxynucleosidtriphosphate (dGTP, dCTP, dATP, dTTP) vorhanden sind, so kann am
jeweiligen 3"OH-Ende die Synthese neuer DNA-Stréinge gestartet werden. Die zwischen
den Primern liegende Zielsequenz wird somit kopiert [nach Schimmel, 1990]. Nach
etwa 30-35 Zyklen kann man somit zusitzlich zur Ausgangs-DNA ca. 2°°-2%° Kopien
der zuvor ausgesuchten DNA-Sequenz erhalten. Das ist eine Menge, die man leicht mit
Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese als Bande einer bestimmten GroBe sichtbar
machen kann.

Die einzelnen Schritte eines PCR-Zyklus sind:

1. Denaturierung der DNA: Die beiden komplementédren DNA-Strange werden durch
Erhitzen denaturiert, wobei Temperaturen von ca. 93-95°C bendtigt werden
[Volkenandt et al., 1990]

2. Primer Annealing: In der annealing-Phase (Anlagerung) wird die Reaktion auf eine
Temperatur abgekiihlt, die es den Oligonukleotidprimern ermdoglicht, sich an die DNA-
Einzelstrdnge anzulagern. Die optimale Temperatur fiir diese Phase ermittelt man aus

der Tm fiir die beiden Primer [Sambrook et al., 1989].
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3. DNA-Synthese: Mit Hilfe einer DNA-Polymerase wird der DNA-Abschnitt zwischen
den Primern entlang der beiden DNA-Einzelstringe komplementér synthetisiert (75 — 80
°C) [Volkenandt et al., 1990].

Im ersten Zyklus entstehen zwei neue DNA-Stringe, deren 5°-Ende vom Primer
markiert wird, deren 3 Ende aber variabel ist. Im zweiten Zyklus dienen diese Strange
dann als Matrize fiir die Synthese komplementérer Strange mit der gewiinschten Lange.
Dabei gibt der Primer die 5'-Enden vor; die 3"-Enden sind fixiert, da die Synthese nicht
tiber das Ende des gegeniiberliegenden Primers hinausgehen kann. Eine Wiederholung
der Synthese ist durch erneutes Denaturieren usw. moglich und nach nur wenigen
Zyklen tiberwiegen Produkte mit der gewiinschten Lénge [Schimmel, 1990; Strachan

und Read, 1996].

Richtlinien zur Primerkonstruktion: Die Primer sollten ca. 20 Nukleotide lang sein,
wobei keine tandemformigen Wiederholungen von einem oder mehreren Nukleotiden
vorkommen sollten. Der Prozentsatz an Guanin und Cytosin sollte in etwa gleich sein.
Am 3'OH-Ende sollten die Primer nicht komplementir zueinander sein, da sonst die
Gefahr der Dimerbildung besteht. Die Schmelztemperaturen (Tm) der Oligonukleotide

sollten sich dhnelt. Die Tm kann wie folgt berechnet werden [Strachan und Read, 1996]:

Tm[°C] = 4SGC+2ZAT

Die hitzestabilen DNA-Polymerasen hat man in Mikroorganismen (Archaebakterien)
gefunden, die natiirlicherweise in heilen Quellen leben. Sie sind die Voraussetzung fiir
das Durchlaufen mehrerer Zyklen. Die sehr oft genutzte Tag-Polymerase gewinnt man
beispielsweise aus Thermus aquaticus. Sie ist bis zu 94°C hitzestabil und hat eine
optimale Arbeitstemperatur von 72°C [Gelfand et al., 1990], daher sollte die
Synthesephase bei dieser Temperatur ablaufen.

Lauft die Reaktion mit 100 % Ausbeute ab, so kann man die Kopien der Zielsequenz

mit folgender Formel bestimmen: [Strachan und Read, 1996]:

Kopienzahl = (2"2n) x m
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mit: n = Zyklenanzahl; 2n = Produkte undefinierter Lénge im 1.+2.-Zyklus; m = Anzahl der eingesetzten

Matrizenmolekiile

4.2.2.1 Vorteile und Nachteile der Polymerasekettenreaktion

Vorteile: Die PCR ist schnell und einfach durchzufiihren. Da sie sehr empfindlich ist,
kann man mit einer sehr geringen Menge Ausgangsmaterial gute Ergebnisse erzielen.
Damit eroffnen sich neue Mboglichkeiten, molekulare Krankheitsursachen zu

untersuchen.

Nachteile: Um die PCR anwenden zu kénnen, mufl man einen Teil der DNA-Sequenz
schon charakterisiert haben, denn nur dann konnen passende Oligonukleotidprimer
synthetisiert werden. Ein weiterer Nachteil ist, daB die PCR-Produkte mit etwa 20 kb
nur eine geringe Linge aufweisen konnen. Wird die DNA in vivo repliziert, so kann sie -

<

sollte es zum Einbau einer ,falschen® Aminosdure kommen - durch zelleigene
Reparatursysteme repariert werden. Eine in vitro-Amplifikation, wie die PCR, verfiigt

nicht {iber solche Reparatursysteme [Strachan und Read, 1996].

4.2.2.2 PCR-Optimierung

Um moglichst spezifische Produkte zu erhalten, miissen optimale Bedingungen fiir die
vorliegende DNA-Sequenz und die ausgewéhlten Primer ausgetestet werden. Neben den
oben angesprochenen Richtlinien zur Primerkonstruktion und der benétigten 7ag-
Polymerase muf3 auch die Konzentration der Primer bedacht werden, denn wenn zu
wenig Primer eingesetzt wird erhélt man nur ein schwaches PCR-Produkt, wohingegen
ein zu stark konzentrierter Primer die Spezifitit der Reaktion verringern kann [Saiki et
al., 1988]. Weiterhin miissen sowohl der optimale Amplifikationspuffer (s. Tab. 4.13)
als auch die glinstigsten Temperaturbedingungen gefunden werden. Dazu wurde zu
Beginn der Untersuchungen eine PCR-Optimierung durchgefiihrt. Das heiflt, dal die
PCR-Ansitze zundchst mit je einem von 12 verschieden zusammengesetzten 10x

Puffern (sieche Tabelle 4.13) und nur zwei verschiedenen DNAs angesetzt wurden.
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AuBerdem wurde die Temperatur der Annealing- und der Elongationsphase
unterschiedlich gewihlt, bis ein optimales Ergebnis vorlag. In Tabelle 4.20 wird das

Pipettierschema fiir einen Reaktionsansatz zur PCR-Optimierung aufgefiihrt.

Reagenz pro 50 pl Ansatz in pl Konzentration
10 x Puffer 5 10 %
DNA aus Mikrotiterplatte 1 2 ng/ul
Primer-F und Primer-R je 0.5 12,5 pmol/ul
Mastermix 1 2%
dNTP 0,5 0,2 nmol/ul
Taq-Polymerase 0,2 0,016 U/ul
aqua ad injectabile ad 50,0

Tabelle 4.20: Pipettierschema zur PCR-Optimierung

4.2.2.3 Trennung von Vor- und Nach-PCR-Bereich

Die Bereiche Vor-PCR und Nach-PCR wurden im Laborbereich raumlich voneinander
getrennt, da die PCR eine duBlerst empfindliche Methode ist, die fiir Verunreinigungen
sehr anfillig ist. Im Vor-PCR-Bereich wurde die DNA extrahiert und die PCR-Reaktion
pipettiert. Um Verunreinigungen zu vermeiden, wurden die Reagenzien in kleine
Portionen geteilt (aliquotiert) und zur Kontrolle wurde bei jeder PCR eine Wasserprobe
mitgefiihrt.

Im Nach-PCR-Bereich befanden sich die Thermozykler, Gerite fiir den Enzym-Verdau
und die Elektrophorese-Kammern. Mit dieser Trennung wurde versucht weitestmoglich
zu verhindern, dal PCR-Produkte in den Vor-PCR-Bereich gelangen und dann

unspezifische, falsch positive Amplifikate bilden konnten.
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4.2.2.4 Optimierte PCR fiir 19A/G-Polymorphismus im Leptingen

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde fiir die Amplifikation des DNA-

Ausschnittes folgendes Pipettierschema gew4hlt:

Reagenz je 25 pl-Ansatz Konzentration
DNA aus Mikrotiterplatte 2,5 ul 50 ng
5 -Primer 0,25 ul 0,25 uM
3’-Primer 0,25 ul 0,25 uM
Mastermix 0,5 ul EDTA 250 nM
Tris-HCI 20 mM
dANTP-Mix 0,25 ul 200 uM
DNA-Tag-Polymerase 0,1 pl 04U
DMSO 1,3 ul 100 %
PCR 10 x Puffer Nr. 10 2,5 ul Tris-HCI 100mM
MgCl, 15 mM
KCI 750 mM
Aqua ad injectabile 17,35 pul ad 25 ul

Tabelle 4.21: PCR-Reaktionsmix fiir optimierte PCR

Fiir die Amplifikation des Primerpaares wurden folgende Bedingungen gewéhlt (Tabelle
4.22):

Phase Zeit Temperatur in °C Zyklenzahl
AD 5 min 95 1 Zyklus
D 30 sec 95
A 40 sec 62 35 Zyklen
S 30 sec 72
5 min 72 1 Zyklus
ES
o0 4

Tabelle 4.23: Amplifikationszyklen fiir optimierte PCR
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AD: Anfangsdenaturierung; D: Denaturierung; A: Annealing; S: Synthese; ES: Endsynthese

Die PCR-Ansidtze wurden auf Eis pipettiert, die 7ag-Polymerase wurde als letztes

hinzugegeben, um ein unspezifisches Starten der Reaktion zu verhindern.

4.2.3 DNA-Digestion

Diese Methode des Mutationsnachweises nutzt die  FEigenschaft von
Restriktionsenzymen die DNA an spezifischen Stellen zu erkennen und durch
Hydrolysierung einer Phosphodiesterbindung zu schneiden. Urspriinglich sind
Restriktionsendonukleasen in Bakterien dafiir zustidndig, da3 eingedrungene artfremde
DNA rasch zerstort wird. Es gibt mehrere tausend dieser Enzyme, die eine spezifische
DNA-Zielsequenz erkennen. Mit Hilfe dieser Enzyme kann man z. B. Punktmutationen
nachweisen, da eine Punktmutation eine Schnittstelle bilden oder vernichten kann. Wird
nun eine DNA-Digestion mit einem Mutationstrdger im Vergleich zu einem
Wildtyptrager durchgefiihrt, zeigen sich spiter bei der Trennung der DNA-Fragmente
unterschiedliche Fragmentlingen. Dies wird als Restriktions-Fragmentldngen-
Polymorphismus (RFLP) bezeichnet [Gassen und Minol, 1996; Strachan und Read,
1996].

4.2.3.1 Restriktionsendonuklease NspBII und entstehende Fragmente

Durch den 19 A/G-Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens wird eine
Schnittstelle fiir das Enzym NspBIl erzeugtt. Das Enzym NspBIl wird aus Nostoc
species B gewonnen, liegt in einer Konzentration von 4 U/ul vor und erkennt folgende

Zielsequenz:

5 C(A/C)GYC(T/G)C 3’
3" G(C/A)CYG(G/T)C 5°

Das Enzym schneidet das PCR-Produkt nicht, wenn Base 19 von Exon 1 ein Adenin ist.
Das ist die publizierte Sequenz und wird im folgenden als Wildtyp bezeichnet. Es ist

dann 1 langes Fragmente mit 240 bp zu erkennen. Ist Base 19 von Exon 1 ein Guanin,
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so erfolgt eine Restriktion. Dies wird als Mutation bezeichnet und es entstehen 2

Fragmente mit 198 und 42 bp.

4.2.3.2 Restriktionsreaktion

Tabelle 4.24 zeigt die Zusammenstellung der Restriktionsreaktion die auf Eis pipettiert

wird.
Reagenz Menge in 15 pl
PCR-Produkt 10 pul
BSA 0,3 ul
NspBIl 0,125 pl (= 0,5 U)
Puffer (10xL) 3ul
Aqua ad injectabile ad 15 pl

Tabelle 4.24: Restriktionsreaktion

Nachdem das Reaktionsgemisch angestzt ist mul3 es bei einer fiir das entsprechende
Enzym optimalen Arbeitstemperatur fiir eine Mindestzeit, welche ebenfalls
enzymabhéngig ist, inkubiert werden. Im Fall von NspBIl wurde die Inkubation in
einem Schiittelwasserbad bei 37°C iiber Nacht durchgefiihrt. Im Anschluf3 daran kénnen
die Fragmente mit der Agarosegelelektrophorese getrennt werden [Sambrook et al.,

1989].

4.2.4 Gelelektrophorese

Bei der Elektrophorese in horizontalen Agarosegelen wird das unterschiedliche
Wanderungsverhalten von geladenen Molekiilen im elektrischen Feld ausgenutzt.
Dieses hidngt unter anderem von der Grofe der Fragmente sowie von der Agarose-
Konzentration ab. Die Agarose bildet in ausgekiihltem Zustand eine Matrix aus, deren
PorengroBBe von der Agarose-Konzentration abhéngt. Je groBer die Konzentration ist,

um so dichter ist die Matrix. So erfahren kleinere Makromolekiile eine bessere
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Auftrennung als die groBeren, da diese durch die Gelmatrix in ihrer Wanderung
behindert werden. Die Konzentration des Agarosegels muf3 sich deshalb nach der Grofle

der aufzutrennenden DNA-Fragmente richten [Sambrook et al., 1989].

4.2.4.1 Gelladungspuffer

Der Gelladungspuffer (s. Tabelle 4.9) dient dazu die DNA-Produkte zu ,,beschweren®
und damit in ihren Geltaschen zu halten. AuBerdem dient er als optische Kontrolle zur
Abschitzung der Laufweite im Gel. Xylen-Zyanol blau lduft ca. so schnell wie ein 200

bp-Fragment, Bromphenol blau etwa 2,2 mal schneller [Sambrook et al., 1989].

4.2.4.2 Agarose-Gel

In 200 ml 1 x TAE Puffer, der zum Kochen gebracht wird, wird die Agarose (5 g)
gelost, damit hat die Agarose eine Konzentration von 2,5 %. Nach dem Abkiihlen wird
20 pl Ethidiumbromid dazu gegeben und die noch lauwarme Losung in eine Gelkammer
(20 cm x 25 cm) gegossen. Diese wurde zuvor abgedichtet und mit Kémmen, die
anschliefend die Aussparungen fiir die Proben darstellen, ausgestattet. Nach dem
vollstindigen Abkiihlen des Gels, bei dem die Agarose polymerisiert, werden die
Kidmme wund Begrenzungen entfernt und das Gel in die entsprechende
Elektrophoresekammer gelegt. In der Kammer wird das Gel mit dem Laufpuffer 1 x
TAE tiberschichtet.

Von dem PCR-Produkt werden je 15 pl mit 5 pl Gelladungspuffer gemischt und dann in
die Geltaschen pipettiert. Um spiter die Fragmentlédnge des PCR-Produktes bestimmen
zu konnen, wird in eine flankierende Tasche 2 pl des DNA-Lédngenstandards pipettiert.
Schliet man ein elektrisches Feld an die Kammer an, wandert das bei neutralem pH
negativ geladene PCR-Fragment in Richtung Anode. Dabei konnen folgende Faktoren
die Geschwindigkeit der DNA-Wanderung beeinflussen: die MolekiilgroBe, die
Agarosekonzentration, die angelegte Spannung und die Konformation der DNA. Die
Auftrennung der DNA erfolgt ca. 1 Stunde bei 150 Volt Spannung. AnschlieBend wird
das Gel unter UV-Licht mit einer Polaroidkamera photographiert. Durch die Zugabe von
Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert, ist die DNA unter UV-Licht als rot-



Material und Methoden 57

orange fluoreszierende Bande zu erkennen. Das Ethidiumbromid reduziert die

elektrophoretische Beweglichkeit der DNA um 15 %.

4.2.5 Sequenzierung des PCR-Produktes

Die gegenwirtig angewendeten Sequenzierungsmethoden sind enzymatischer Natur und
laufen dhnlich wie eine PCR ab, wobei allerdings in der Sequenzreaktion zusétzlich
Didesoxynucleotide (ddNTPs) in einem bestimmten Verhéltnis enthalten sind. Dies sind
Analoga der normalen dNTPs, denen auch am 3'-Kohlenstoffatom eine Hydroxylgruppe
fehlt, womit ihnen die Moglichkeit genommen wird, an dieser Stelle eine
Phosphodiesterbindung auszubilden. Werden diese ddNTPs an die wachsende DNA-
Kette angebaut, so wird hier die Synthese abgebrochen. Zudem wird zur
Sequenzreaktion jeweils nur ein Primer (Forward oder Reverse) hinzugegeben.

Parallel werden vier basenspezifische Reaktionen durchgefiihrt, wobei jeder Ansatz
eines der vier ddNTPs in geringer Konzentration enthélt und natiirlich die vier dNTPs,
sowie Polymerase. Die durch die ddNTPs induzierten Kettenabbriiche erfolgen in
statistischer Verteilung an einer der vielen Positionen, an denen das entsprechende
Nukleotid vorkommt. Da die DNA in jedem Reaktionsansatz als Population identischer
Molekiile (hier: PCR-Produkt) vorliegt, erzeugt jede der vier basenspezifischen
Reaktionen eine Population von Fragmenten mit {ibereinstimmenden 5'-Enden
(charakterisiert durch den Primer) und variablen 3'-Enden. Die entstandenen Fragmente
werden in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Zur Identifizierung der
unterschiedlich groen Fragmente werden in die Reaktionsprodukte markierte Gruppen
eingebaut. Dies kann dadurch geschehen, da3 man radioaktiv markierte Nukleotide oder
Primer (z. B. mit *’S oder *P) in die DNA einbaut. Dann muB das Gel nach der
Elektrophorese getrocknet werden und auf einem Rontgenfilm exponiert werden. Nach
einer geeigneten Expositionsdauer 148t sich durch die entstehenden schwarzen Banden
die DNA-Sequenz einfach ablesen.

Eine Verbesserung dieser Methode war die Entwicklung automatisierter Systeme fiir die
Sequenzierung fluoreszenzmarkierter DNA [Wilson et al., 1990]. Dabei basieren die
unterschiedlichen Verfahren auf Primern oder ddNTPs, die mit einer fluoreszierenden

chemischen Gruppe verkntipft sind. Wahrend der Elektrophorese mifit ein Detektor an



58 Material und Methoden

einem bestimmten Punkt im Gel die Fluoreszenzsignale der vorbeiwandernden DNA
und zeichnet sie auf. Weiterhin macht man sich zunutze, daf} die vier ddNTPs mit je
einem unterschiedlichen Fluorophor versehen sind, die in unterschiedlichen
Wellenbereichen fluoreszieren. Unter diesen Voraussetzungen koénnen nun die vier
Reaktionen in einem Reaktionsgefdll ablaufen, und mit einer einzigen Gelspur in der
Elektrophorese ausgewertet werden. Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgt in Form von
Intensitétsprofilen fiir jedes der andersfarbigen Fluorophore.

Die zuletzt genannte Methode wird auch im Rahmen dieser Arbeit angewendet (mit ABI
373 Genetic Analyzer; Perkin Elmer). Die dazu benétigten Gerdte konnten im Institut
fir Humangenetik der Philipps-Universitdt Marburg (Leiter: Prof. Grzeschik) benutzt
werden, die dort arbeitenden Wissenschaftler waren mir bei der Durchfiihrung sehr

behilflich.

4.2.5.1 Sequenzierung Exon 1 des Leptingens

Fillung des PCR-Produktes: 200 pl des PCR-Produktes werden mit 235 pl
(allgemein: ca. 1,3fache Menge) Ammoniumsulfat (7,5 M) und mit 500 pl (allgemein:
ca. 2,5 fache Menge) Ethanol (100 %) gemischt. Das Gemisch wird zunichst fiir 15
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (13000 Umdrehungen pro Minute)
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Pellet nochmals mit 200 ul Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Absaugung des Uberstandes wird das
Pellet fiir 1 Stunde an der Luft getrocknet und dann in 30 pl Aqua dest. aufgenommen. 5
ul des gereinigten PCR-Produktes werden auf ein Agarosegel aufgetragen und durch
Elektrophorese aufgetrennt. Durch visuellen Vergleich der Intensitit der
fluoreszierenden Banden mit der entsprechenden Bande eines mitgefiihrten DNA-
Langenstandards (Low-DNA-Mass-Ladder) wird die Konzentration des PCR-Produktes

ermittelt.
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Sequenzierungsreaktion: Fiir die Sequenzierungsreaktion wird folgender Ansatz

pipettiert (Tabelle 4.25):

Reagenz Konzentration
PCR-Produkt ca. 200 ng
Primer 3.2 pmol
Terminationsmix* 8,0 ul
Aqua bidest ad 20,0 pl

Tabelle 4.25: Sequenzierungsreaktion

*Terminationsmix: ABI Prism™ Dye Terminator Cycle Sequenzing; Ready Reaction Kit Perkin Elmer,

Weiterstadt, Deutschland

Um nahezu 100 % Sicherheit zu erhalten, werden von jedem zu sequenzierenden PCR-
Fragment zwei Reaktionen angesetzt, wobei man einmal den Forward- und einmal den
Reverse Primer einsetzt. Die resultierende Sequenz entspricht in einem Fall der Sequenz
des kodierenden Stranges (5'— 3"; Forward Primer) und im anderen Fall dem
Gegenstrang (Reverse Primer). Die Bedingungen fiir die Sequenzreaktion werden in

Tabelle 4.26 dargestellt, als Gerét wurde der Thermozykler GeneAmp 9600 eingesetzt.

Phase Zeit Temperatur in °C Zyklenzahl
AD 3 min 96 1 Zyklus
D 10 sec 96
25 Zyklen
S 4 min 60
E o0 4

Tabelle 4.26: Sequenzierungszyklen

AD: Anfangsdenaturierung; D: Denaturierung; S: Synthese; E: Endtemperatur

Ein separater Annealingschritt kann hier entfallen, da die Annealingtemperatur der
Primer tiber 60°C liegt.

Reinigung und Fillung der Sequenzierprodukte: Um die Sequenzierungsprodukte
von nicht eingebauten, tiberschiissigen ddNTPs und dNTPs zu reinigen gibt man 80 pl
Aqua bidest. zu den Produkten. Durch Zugabe von 10 ul Natriumazetat (3M; pH 4,6)
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und 50 pl Ethanol (95%) wird die DNA gefillt. Mit dem Vortex wird die Probe
zundchst gut durchmischt und dann fiir 10 Minuten auf Eis gestellt. Nach 15-30
Minuten Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wird der Uberstand abpipettiert
und das Pellet ein zweites Mal mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert

und abpipettiert. Zuletzt wird das Pellet im Vakuum getrocknet.

4.2.5.2 Auftrennung der Sequenzierprodukte

Sequenzgel: Das Gel fiir die Sequenzierung wird aus den folgenden Reagenzien

(Tabelle 4.27) hergestellt.

Reagenz Menge

Harnstoff 30g
Hydrolink Long Ranger 50 % 7,2 ml
Aqua dest. 25,3 ml

10 x TBE 6 ml

Tabelle 4.27: Sequenzgel

Die Reagenzien werden in einem 100 ml Erlenmeyerkolben bei Raumtemperatur
schiittelnd inkubiert, damit der Harnstoff sich 16st. Sind keine Harnstoffkristalle mehr
zu sehen, wird die Losung durch einen Faltenfilter gegeben. Die Losung wird nach
Abkiihlen mit 300 pl frischem 10% Ammoniumpersulfat (APS) und 24 pl TEMED
versetzt um die Polymerisation zu starten. Das Gel wird zwischen zwei Glasplatten mit
einem Abstand von 0,3 mm gegossen, zum Schlufl wird ein Kamm mit Klammern

befestigt. Das Gel muf3 mindestens 1 Stunde auspolymerisieren.

Auftrennung: Um ein optimales Ergebnis zu erzielen, sollte die Elektrophorese
zundchst 1 Stunde ohne Proben laufen, um das Gel gleichméBig zu temperieren. Die
Einstellung erfolgt entsprechend der fluoreszenzmarkierten Dye Terminatoren auf

Filterset A.
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Die Proben werden mit 3-4 ul Gelladungspuffer fiir Sequenzierung versetzt (sieche
Tabelle 4.10) und vor dem Auftragen fiir 5 min bei 90°C denaturiert. Dann l4uft das Gel
fiir 18 Stunden bei 2500 V, 25 mA und 37 W.

4.2.6 Statistik

4.2.6.1 Assoziation

In dieser Arbeit soll gepriift werden, ob eine Assoziation zwischen dem Vorhandensein
einer EBstorung bzw. Adipositas und einem Markergenotyp vorliegt. Die Grundlagen zu
Assoziationsuntersuchungen und ihre Probleme sind bereits in Kapitel 2.6.6
(Assoziation, Kopplung, Kopplungsungleichgewicht) beschrieben worden. Der
Assoziatinsansatz wurde trotz der angesprochenen Probleme untersucht, da fiir den TDT
die Probandenrekrutierung (Proband plus beide Eltern) sehr aufwendig ist und die

Fallzahlen damit geringer bleiben.

Die Berechnung der Assoziationstests erfolgte mit dem Pearson-x2 -Test [Sachs, 1999].

4.2.6.2 Der TDT-Test [Spielman et al.; 1993]

Zunichst sollen noch einmal kurz die Grundlagen des TDT aufgefiihrt werden:

¢ nur die heterozygoten Eltern gehen in die Berechnung ein.

¢ es werden die Haufigkeiten verglichen, mit denen das Allel unter den
weitergegebenen oder nicht weitergegebenen ist, der TDT miBt ein Transmissions-
Ungleichgewicht.

¢ die Eltern fungieren als interne Kontrollen, daher tritt keine Stratifikation auf.



62 Material und Methoden

Auch hier stellt man sich zunéchst eine Vierfeldertafel auf (Tabelle 4.29):

nicht transmittiert

Allel A nicht Allel A
transmittiert Allel A a b
nicht Allel A C d

Tabelle 4.29: Vierfeldertafel fiir TDT

Ob eine signifikante Assoziation vorliegt kann dann mit dem y°-Test tiberpriift werden:

(b-c)

2

x b+c

Das Signifikanzniveau wird vor dem Test festgelegt. Bei p-Werten unter 0,05 spricht

man von einem signifikanten Ergebnis.

Der TDT hat viele Vorteile, wie bereits zuvor beschrieben wurde. Allerdings sollte man

auch die Nachteile nicht auBBer Acht lassen:

¢ Der Test ist arbeits- und zeitaufwendiger als die tiblichen Fall-Kontroll-Studien, da
aus jeder Familie drei Mitglieder (der Proband und seine Eltern) typisiert werden
miissen.

¢ Die Eltern miissen zur Verfligung stehen, was bei einer erst im hohen Alter
ausbrechenden Krankheit, die man untersuchen mochte, schwierig sein kann.

¢ Der Test kann Assoziation, die durch ein Kopplungsungleichgewicht verursacht
wird, nicht von solcher trennen, bei denen der Marker selber funktionelle Relevanz
hat.

¢ Der TDT bendétigt bei einem Polymorphismus mit sehr niedriger Frequenz (< 10 %)

sehr hohe Fallzahlen, um aussagekriftig werden zu konnen.
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4.2.6.3 Bonferroni-Korrektur

Bei Assoziationsstudien besteht bei jedem Test ein eigenes Risiko fiir ein falsch
positives Ergebnis. Um Fehler zu vermeiden, mu3 man eine Bonferroni-Korrektur
durchfiihren [Sachs, 1999]. Der Grenzwert fiir die Signifikanz wird dabei bei p < 0,05/n
festgelegt und nicht wie iiblich bei p < 0,05. Dabei ist n die Zahl der unabhingigen
moglichen Assoziationen, die gepriift werden [Spielman et al., 1993; Strachan und

Read, 1996].

4.2.6.4 Hardy-Weinberg-Aquilibrium

Von einem mutanten Allel (a), welches im homozygoten Zustand eine schwere
Krankheit bedingt, die wiederum das betroffene Individuum an der Fortpflanzung
hindert, wiirde man annehmen, dal es im Laufe der Zeit aus der Population
verschwindet. Dies ist jedoch nicht der Fall, es kommt vielmehr zu einem
Gleichgewicht, wobei die aus einer Population durch schwere Erkrankung bei
Homozygoten aa ausscheidenden Allele a durch neue Mutationen ersetzt werden. Die

Haufigkeit der drei Phianotypen ergibt sich aus folgender Formel [Knippers, 1995]:

r+tqr=1

p = Héufigkeit fiir Allel A
q = Héufigkeit fiir Allel a

Diese Regel kann man zur Kontrolle heranziehen, um festzusellen ob in einer Studie

grobe systematische Fehler aufgetreten sind.



64 Ergebnisse

5 Ergebnisse

Es wurde ein Polymorphismus im 1. Exon des Leptingens (Position +19 [A—>G])
mittels DNA-Digestion auf eine Assoziation mit unterschiedlichen Phénotypen
(Adipositas, Anorexia Nervosa, Untergewicht) untersucht. Dazu wurden die
Allelfrequenzen in den ausgesuchten Kollektiven bestimmt und die Allelweitergabe von
Eltern an ihre Kinder mittels TDT ermittelt. Die FErgebnisse der einzelnen

Untersuchungsschritte werden im folgenden dargestellt.

5.1 Untersuchung des Polymorphismus der Position +19 mittels DNA-Digestion

5.1.1 PCR-Optimierung

Die Ergebnisse der PCR-Optimierung sind in den Tabellen 4.21 und 4.22 dargestellt.
Die Uberpriifung der PCR-Reaktion erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (siche
Abschnitt 4.2.4.2) mit einem 2,5 %igen Agarosegel.

5.1.2 DNA-Digestion

Zur Durchfithrung der DNA-Digestion wurde das Restriktionsenzym NspBII eingesetzt,
da der Basenaustausch an der Position +19 in der Erkennungssequenz dieses Enzyms
liegt. An dieser Position wird Adenin durch Guanin ersetzt. Dies erzeugt eine
Schnittstelle fiir das Enzym NspBIL, so dall das Enzym das mutierte Allel schneidet und
das Wildtypallel nicht. Um optimale Bedingungen fiir das Enzym zu schaffen wurde der
Puffer 10 x L (siehe Tabelle 4.15) eingesetzt und die Digestions-Reaktion bei 37°C {iber
Nacht inkubiert. Fiir die Darstellung der aufgetrennten Fragmente erwies sich ein 2,5

%iges Agarosegel als optimal.
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5.1.3 Gelelektrophorese

Abbildung 5.1 zeigt ein Agarosegel mit den aufgetrennten und mit Ethidiumbromid
angefirbten DNA-Fragmenten des Polymorphismus an der Position +19 im 1. Exon des
Leptingens. An den Seiten ist jeweils einmal ein Langenstandard mitgefiihrt, um die
GroBe der entstandenen Fragmente abschitzen zu konnen (Low DNA Mass Ladder,
GIBCO). Um unspezifische Amplifikate auszuschlieen, ist in Position 10 auflerdem

eine Wasserprobe mitgelaufen.

<« 200 bp
<« 400 bp
« 800 bp

< 1200 bp
<2000 bp

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Abbildung 5.1: Gelelektrophorese zur Detektion des 19A/G-Polymorphismus in Exon
1 des Leptingens (Bild nachtraglich digital kontrastverstarkt)

M Low DNA Mass Ladder

1 Heterozygoter Proband Familien-
2 Homozygote Mutter fiir das G-Allel trio

3 Homozygoter Vater fiir das A-Allel

4 Homozygoter Proband fiir das G-Allel Familien-
5 Heterozygote Mutter trio

6 Heterozygoter Vater

7 Homozygoter Proband fiir das A-Allel Familien-
8 Heterozygote Mutter trio

9 Heterozygoter Vater

10 Wasserprobe zum Ausschlu3 von Verunreinigungen
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5.1.4 Genotypen der Probanden

In Abbildung 5.2 wird die Verteilung der Genotypen aller untersuchten Probanden
dargestellt. In der nachfolgenden Tabelle sind die Verteilungen der einzelnen
Untergruppen aufgefiihrt (Tabelle 5.1). Die Frequenz der Genotypen ist in Klammern
angegeben. Die Verteilung der Genotypen folgt der Regel nach Hardy-Weinberg [(p+q)?
=1].

B Homozygot A
(13,47 %)

337 B Homozygot G
(39,72 %)

B Heterozygot
(46,81 %)

Abbildung 5.2: Absolute und prozentuale Verteilung der Genotypen des 19A/G-

Polymorphismus des Leptingens im Gesamtkollektiv

Homozygot | Heterozygot | Homozygot
Subgruppe Anzahl
fiir A (%) (%) fiir G (%)
Adipose
435 59 (13,56) | 205 (47,13) | 171 (39,31)
Kinder
iibergewichtige
51 8 (15,69) 24 (47,06) 19 (37,25)
Kontrollen
insgesamt 486 67 (13,79) | 229 (47,12) | 190 (39,09)
Untergewichtige
126 18 (14,29) 56 (44,44) | 52 (41,27)
Probanden
Patientinnen mit
Anorexia 108 12 (11,11) 52 (48,15) | 44 (40,74)
nervosa

Tabelle 5.1: Genotypverteilungen des 19A/G-Polymorphismus im Leptingen
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5.1.3 Verteilung der Allele des 19A/G-Polymorphismus im Leptingen

In Tabelle 5.2 sind die absoluten Héufigkeiten und Frequenzen der Allele an Position

+19 des Leptingens dargestellt.

A DA G PG
alle untersuchten
531 0,369 909 0,631
Probanden
Adipose
323 0,371 547 0,629
Kinder
Adipose
40 0,392 62 0,608
Kontrollen
Adipose
363 0,374 609 0,626
insgesamt
Untergewichtige
92 0,365 160 0,635
Probanden
Anorexia
nervosa 76 0,352 140 0,648
Patienten

Tabelle 5.2: Allelfrequenzen des 19A/G-Polymorphismus des Leptingens in den

untersuchten Kollektiven

P x ist die ermittelte Wahrscheinlichkeit fiir das Allel X

Aus den Assoziationsansidtzen ergeben sich beim Vergleich der Subgruppen unter
Anwendung des Pearson-y2-Test (korrigiert nach Yates) die folgenden p-Werte (Tabelle
5.3):
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Pearson-y>-Test Adipose Untergewichtige
Patientinnen mit AN 0,5518 0,7662
Untergewichtige 0,8063 X

Tabelle 5.3: p-Werte bei Anwendung des y2-Test nach Pearson (modifiziert nach Yates)

Vergleicht man die adipdsen Kinder mit den adipdsen Kontrollen, so ergibt sich ein p-
Wert von p = 0,6798.

Diese p-Werte sind nominale p-Werte, die man an dieser Stelle einer Bonferroni-
Korrektur unterziechen miifite. Da aber alle p-Werte > 0,05 sind, und somit schon jetzt
kein signifikantes Ergebnis vorliegt, eriibrigt sich die Korrektur. Dies trifft auch fiir die
folgenden Ergebnisse zu. AuBerdem zeigt dieses Ergebnis, dal der Polymorphismus

wahrscheinlich nicht mit einem der untersuchten Phénotypen assoziiert ist.

Vergleicht man die adipdsen mit den untergewichtigen Probanden, so kann man die
Fallzahl berechnen, die notwendig wére, um bei einer Power von 80% und einem
Signifikanzniveau von 5% den in dieser Studie untersuchten Effekt feststellen zu
konnen wenn er tatsdchlich existieren wiirde. Diese Zahl betrdgt n = 175700. Unter dem
Begriff ,.Fallzahl* ist dabei die Anzahl der benétigten Allele zu verstehen. Somit wéren
also insgesamt 87850 Probanden zu rekrutieren. (Die Fallzahlberechnungen wurden
durchgefithrt mit Hilfe von Formeln, die in vielen Computerprogrammen zur

Fallzahlberechnung implementiert sind [Hartung, 1991].)

5.1.4 Der TDT-Test

5.1.4.1 Adipose Probanden

In Tabelle 5.4 ist die Vierfeldertafel dargestellt, die sich aus der Untersuchung von 149

Familientrios (adiposer Proband und dessen leibliche Eltern) ergibt. In Klammern

angegeben finden sich die Frequenzen.
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nicht transmittiert
Allel A Allel G
42 81
Allel A (0,141) 0,272)
transmittiert
65 110
Allel G
(0,218) (0,369)

Tabelle 5.4: Alleltransmission des 19A/G-Polymorphismus bei adipdsen Probanden, in

Klammern angegeben die jeweiligen Frequenzen bei 149 Familientrios

Der x*-Test ergibt einen p-Wert von 0,2143. Da p > 0,05 ist, liegt kein Ungleichgewicht
in der Verteilung der Allele vor. Der TDT bestdtigt damit das Ergebnis des

Assoziationstests.

Zur Berechnung der Fallzahlen n, die nétig wéren, um bei einer Power von 80% und
einem Signifikanzniveau von 5% den beobachteten Unterschied im Verhéltnis von
transmittierten zu nicht-transmittierten A-Allelen signifikant nachweisen zu konnen,
wenn dieser tatsdchlich wahr ist, wird im folgenden die asymptomatische Version des
zweiseitigen McNemar Tests verwendet. Unter dem Begriff ,,Fallzahl® ist die Anzahl

der insgesamt benétigten heterozygoten Eltern zu verstehen.

Die benétigte Fallzahl ist n = 1315 (heterozygote Elternteile).

5.1.4.2 Patientinnen mit Anorexia nervosa

In Tabelle 5.5 ist die Vierfeldertafel dargestellt, die sich aus der Untersuchung von 58

Familientrios (Patientin mit Anorexia nervosa und deren leibliche Eltern) ergibt.
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nicht transmittiert
Allel A Allel G
16 20
Allel A
(0,138) 0,172)
transmittiert
32 48
Allel G
(0,276) 0,414)

Tabelle 5.5: Alleltransmission des 19A/G-Polymorphismus bei Patientinnen mit
Anorexia nervosa, in Klammern angegeben die jeweiligen Frequenzen, bei 58

Familientrios

Der y>-Test ergibt einen p-Wert von 0,1263. Da dies > 0,05 ist, liegt ebenfalls kein
Transmissionsungleichgewicht vor. Der TDT bestétigt auch hier die Ergebnisse der

Assoziationsuntersuchung.

Die Fallzahl, die notig wire, um bei einer Power von 80% und einem Signifikanzniveau
von 5% den beobachteten Unterschied signifikant nachweisen zu konnen, ist n = 321

(heterozygote Elternteile).

5.2 Sequenzierung

Um die Richtigkeit der Untersuchungen zu verdeutlichen wurde von drei Probanden das
vervielfdltigte PCR-Segment sequenziert, also in seiner Basenfolge dargestellt (siehe
Abbildung 5; Seite 72). Bei den Proben handelt es sich um die PCR-Produkte eines
heterozygoten Probanden (Abbildung 5.6a+b), eines homozygoten Variationstriagers
(Abbildung 5.6¢c+d) und eines homozygoten Probanden fiir das Wildtyp-Allel
(Abbildung 6e+f). Es wurden die Sequenzen jeweils zweimal dargestellt, einmal mit
dem Forward-Primer und einmal mit dem Reverse-Primer (obl-ex-F und obl-ex-R).
Die mit einem roten Kreis markierten Basen stellen die untersuchte Position +19 des 1.
Exon des Leptingens dar. Bei Abbildung 5.6a und 5.6d kann man an der markierten

Stelle im Unterschied zu den anderen Sequenzen sehen, dall es zwei verschiedenfarbige
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Peaks, also zwei verschiedene Signale gibt, was durch die Heterozygotie des Probanden

an dieser Stelle bedingt ist.

Ausgesucht fiir die Sequenzierung wurde die DNA eines heterozygoten Probanden und
die DNA seiner beiden Eltern, wobei die Mutter monozygot fiir das G-Allel ist
(Variation) und der Vater monozygot fiir das A-Allel (Wildtyp). Die Ergebnisse der
Sequenzierung stimmen mit den Ergebnissen der PCR-Amplifikation mit

nachfolgendem Restriktionsverdau und gelelektrophoretischer Auftrennung iiberein.
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cacc A@®cGaTT AACCG@TGGCG
Abbildung 5.6a Abbildung 5.6b

cacca@caarTT Aacc a@©T G aca
Abbildung S.6¢ Abbildung 5.6d

cacca@®caGaT T ACCGT@GGCGC
Abbildung 5.6e Abbildung 5.6f

Abbildung 5.6: Darstellung der Sequenzausschnitte der PCR-Produkte drei

verschiedener Probanden

Jede Sequenz ist zweimal dargestellt, jeweils mit Forward-Primer (Abb. 6a+c+e) und Reverse-Primer
(Abb. 6b+d+f): a und b zeigen die Sequenz des heterozygoten Probanden (man beachte die zwei
verschiedenfarbigen Peaks unter der markierten Base); ¢ und d zeigen die Sequenz des homozygoten

Variationstrigers (G-Allel); e und f die des homozygoten Wildtyps (A-Allel).
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6 Diskussion

Adipositas  mit ihren Begleiterscheinungen stellt mittlerweile die haufigste
Stoffwechsel- und Ernghrungsstorung in den westlichen Industrienationen dar; in der
Bevolkerung Europas ist eine steigende Privalenz fiir Ubergewicht zu beobachten
[Barth et al., 1997; Kuskowska-Wolk et al., 1993]. Dies ist einerseits durch verénderte
Umwelteinfliisse bedingt, aber molekulargenetische Untersuchungen der letzten Jahre
deuten auch darauf hin, da3 genetische Faktoren an der Entwicklung beteiligt sind (siche
Kapitel 2.2). DaB es bisher noch kaum langfristig erfolgversprechende
Therapiemethoden gibt [Paumgartner et al., 1999], zeigt, wie wichtig es ist die
molekularen Mechanismen in der Pathogenese der Adipositas zu erforschen. Ahnliches

gilt fiir die Entstehung einer Anorexia nervosa.

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien haben ergeben, dall genetische
Komponenten einen wichtigen Einflu auf die Gewichtsentwicklung haben (siehe
Abschnitt 2.2). Schon 1953 wurde von Kennedy eine sogenannte ,, Lipostase-Theorie *
postuliert. Demnach soll in Abhéngigkeit von der Masse des Fettgewebes ein 16slicher
Sattigungsfaktor - vom Fettgewebe produziert - ins Blut abgegeben werden, der
Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch reguliert. Gestiitzt wurde diese Theorie durch
Parabiose-Experimente, wobei die Blutkreisldufe von tibergewichtigen (obese-Méuse)
und schlanken Miusen gekoppelt wurden. Bei erstgenannten fithrte dies zu einer
deutlichen Gewichtsabnahme. Die Klonierung des Leptingens bei Maus und Mensch,
sowie die Charakterisierung seines Genproduktes Leptin brachte die Adipositas-
Forschung einen groflen Schritt ndher an den Beweis der ,, Lipostase-Theorie “ heran.
Leptin ist solch ein Signalstoff, der vor allem in Fettzellen produziert und in die
Blutbahn sezerniert wird. Seine Wirkung wird iiber Rezeptoren in verschiedenen
Gehirnregionen tibertragen. Kopplungsanalysen deuten darauf hin, da3 Mutationen im
Bereich des Leptingens mit Adipositas gekoppelt sind. Es erscheint daher sinnvoll,
Mutationen in diesem Gen auf ein gehéuftes Auftreten bei adipdsen Probanden oder
auch Patientinnen mit Anorexia nervosa zu untersuchen.

Hier wurde ein Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens untersucht. Dieser
Polymorphismus, der zuerst von Hager et al. [1998] beschrieben wurde, liegt an der

Position +19. An dieser Stelle erfolgt ein Basenaustausch von Adenin zu Guanin. Da
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das erste Exon nicht transkribiert wird, dndert sich durch diesen Austausch die
Aminosduresequenz des Proteins Leptin nicht. Dennoch kann dieser Polymorphismus
Auswirkungen auf die Transkriptionseinleitung haben und konnte somit fiir die
Entstehung von Adipositas oder Anorexia nervosa verantwortlich sein. Gegenstand
dieser Arbeit war es, die Allelverteilungen des Polymorphismus zu bestimmen. Die
Allele wurden dabei in einem Kollektiv von extrem adiposen Kindern, bei Patientinnen
mit Anorexia nervosa, bei sehr untergewichtigen Studentlnnen und bei {ibergewichtigen
Studentlnnen, die als Kontrolle dienten, bestimmt. Zudem wurde ein TDT durchgefiihrt,
um ein Transmissionsungleichgewicht herauszufinden. Ein solches Ungleichgewicht
konnte eine funktionelle Relevanz des untersuchten Polymorphismus fiir einen der

untersuchten Phénotypen bedeuten.

6.1 Methodendiskussion

6.1.1 PCR

Um den interessierenden DNA-Bereich, in dem die hier untersuchte Mutation liegt,
amplifizieren zu konnen, wurde als Methode die PCR gewihlt. Diese ist ein sehr
schnelles, empfindliches und einfach durchzufiihrendes Verfahren der DNA-
Amplifizierung. Daher ist sie sehr beliebt und weit verbreitet. Innerhalb weniger
Stunden kann man DNA vervielfiltigen. Ein Nachteil ist, dal bei Verwendung von
Polymerasen, hier der Tag-Polymerase, das vervielfiltigte DNA-Stiick eine gewisse
Fehlerquote aufweist, da die 7ag-Polymerase keine korrigierenden Exonukleasen
enthilt. Diese sind in natiirlichen Zellen vorhanden und verhindern so den Einbau von
falschen Basen. Somit konnen bei der PCR einzelne DNA-Strange des PCR-Produkts
falsche Basen enthalten. Diese sind jedoch zufillig iiber die DNA verteilt, so dal man
den Einbau einer falschen Base in einem oder mehreren Stringen im Vergleich zu der
groBBen Anzahl ,,korrekter Strange vernachléssigen kann [Strachan und Read, 1996].

Es besteht weiterhin die Moglichkeit, da durch Verunreinigung (Hautzellen,
Haarzellen, unsaubere Arbeitsplatte oder —geréte) unspezifische Amplifikate gebildet
werden. Sauberes und ordentliches Arbeiten ist daher wunabdingbar. Um
Verunreinigungen an verwendeten Gerdten und Materialien zu vermeiden, wurden die

Materialien, die es zulieBen im Autoklaven sterilisiert. Die verwendeten Reagenzien
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und Losungen wurden auf Vorrat zubereitet und in kleinen Mengen (Aliquots)
aufbewahrt. Damit wurde das Kontaminationsrisiko moglichst gering gehalten. Auch
aus diesem Grund wurde die DNA bei der Vorbereitung des PCR-Ansatzes immer erst
zum Schluf} hinzugefiigt. Auf die Trennung der einzelnen Arbeitsbereiche wurde bereits
zuvor eingegangen (siehe 4.2.2.3). Zur weiteren Kontrolle, ob sich unspezifische
Amplifikate gebildet hatten, wurde jeweils eine Wasserprobe mit angesetzt. Diese durfte

kein Amplifikat enhalten, ansonsten wurde der gesamte PCR-Ansatz wiederholt.

6.1.2 DNA-Digestion

Um die Allelverteilung des Polymorphismus nachzuweisen wurde die Methode der
DNA-Digestion gewéhlt. Das mittels PCR amplifizierte DNA-Fragment hat eine Grofle
von 240 bp. Da aufgrund der A/G-Mutation eine Schnittstelle fiir das Enzym NspBIl
entsteht, konnen nach Digestion mit diesem Enzym zwei Allele nachgewiesen werden.
Das Fragment mit dem A-Allel wird durch das Enzym nicht geschnitten und ist somit
weiterhin 240 bp groBl, das Fragment mit dem G-Allel wird durch das Enzym
geschnitten und es entstehen 2 Fragmente der GréBe 198 bp und 42 bp (siche Abschnitt
4.2.3). Da das Enzym NspBII nur eine spezifische Erkennungssequenz schneidet, ist die
DNA-Digestion eine sehr genaue Methode, um Allelverteilungen zu untersuchen. Dabei
mul} natiirlich darauf geachtet werden, da3 die Erkennungssequenz von NspBIl nur im
Bereich der Mutation vorkommt und nicht ein zweites Mal in dem untersuchten
Fragment. Daher wurden die Primer so ausgesucht, dal die Erkennungssequenz nur
einmal vorkommt. Zur weiteren Kontrolle lief bei der Gelelektrophorese jeweils ein

Langenstandard mit. Damit konnte die Gr6Be der Fragmente abgelesen werden.

6.1.3 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wurden die aufzutrennenden Proben jeweils mit einem Gel-
Ladungspuffer versehen. Dieser diente einerseits dazu, die Proben in den Taschen zu
halten, andererseits ermoglichte er eine optische Kontrolle, wie weit die Proben in dem

Gel schon gelaufen waren. So konnte kontrolliert werden, ob das kiirzere Fragment (198
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bp) nicht schon ,,aus dem Gel herausgelaufen* war und man bei der Auswertung nur die
langeren Fragmente berilicksichtigte. Um Fehler bei der Auswertung der
Gelelektrophorese zu vermeiden bzw. zu vermindern, wurde die Auswertung jeweils
unabhéngig voneinander von zwei Personen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte
zudem direkt unter der UV-Lampe um durch Unreinheiten auf dem Thermopapier des
Druckers nicht beeintrachtigt zu werden. Auch die Eingabe der Daten in den Computer
wurde immer von zwei Personen tiberpriift. Ergaben sich Unstimmigkeiten, fithrte dies

dazu, daf} die betroffenen Proben erneut untersucht wurden.

6.1.4 Statistische Auswertung

Ein EinfluB des 19A/G-Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens auf die
untersuchten Phinotypen Untergewicht, Ubergewicht und Anorexia nervosa konnte mit
Hilfe der Assoziationsansétze nicht nachgewiesen werden. Es ergab sich kein p-Wert

kleiner als 0,05, also kein signifikantes Ergebnis (siehe Abschnitt 5.1.3).

Wie bereits ausfiihrlich beschrieben gibt es drei Griinde fiir eine Assoziation zwischen
einem Allel und einem bestimmten Phinotyp: das Allel hat tatsdchlich einen direkten
EinfluB auf den Phénotyp, die Assoziation wird vorgetduscht, weil die Menschen mit
und ohne den Phénotyp aus genetisch unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen kommen,

oder das Allel ist an einen anderen — relevanten — Polymorphismus gekoppelt.

Bei einer Assoziationsuntersuchung, bei der die Allelverteilungen der ,,Falle® mit denen
von Kontrollen verglichen werden (Fall-Kontroll-Studie) ergibt sich immer das Problem
der Stratifikation: Die ,Fille“ konnten einer anderen genetischen Gruppe der
Bevolkerung entstammen und an sich schon eine andere Héufigkeit fiir das untersuchte
Allel aufweisen als die Kontrollgruppe. Dies ist bei den hier untersuchten Kollektiven
eher unwahrscheinlich, da alle Probanden in den verschiedenen Gruppen jeweils aus
verschiedenen Teilen Deutschlands stammen. Ganz ausschlieBen 146t sich das Problem
der Stratifikation jedoch nicht, da die Kollektive sich hinsichtlich sozialer
Schichtzugehorigkeit, Bildungsstand und Alter unterscheiden.

Um dieses Problem zu umgehen wurde auch ein TDT durchgefithrt. Wie bereits

beschrieben wird dabei das Problem der Stratifikation umgangen, da nur Trios,
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bestehend aus betroffenem Proband und seinen Eltern, untersucht werden. Informativ
sind dabei nur solche Elternteile, die fiir das getestete Allel heterozygot sind. Bestimmt
wird, wie oft das betroffene Allel von einem heterozygoten Elternteil an das Kind
vererbt wird. Ein Transmissionsungleichgewicht liegt dann vor, wenn ein Allel hidufiger
(oder seltener) an das betroffene Kind weitergegeben wird, als der Zufall es erklért.
Wenn dies so ist, konnte das bedeuten, daB3 das Allel gekoppelt und assoziiert ist mit
dem untersuchten Phénotyp, was wiederum bedeutet, daB es einen ursédchlichen
Zusammenhang zwischen dem Phénotyp und dem untersuchten Allel gibt. Bei dieser
Untersuchung ergab der TDT jedoch weder beim Phénotyp Adipositas noch bei der
Anorexia nervosa ein Transmissionsungleichgewicht, was die Ergebnisse der
Assoziationsuntersuchung bestitigt. Die Auswertbarkeit des TDT wird allerdings durch
seine besondere Struktur teilweise erheblich eingeschrinkt, da es oft zu einer

drastischen Senkung der Fallzahlen kommt.

Beziiglich der Fallzahlen kénnte man noch diskutieren, da3 diese in der Untersuchung
im Allgemeinen zu gering sind. Bei den Assoziationsansitzen scheint diese Fehlerquelle
keine oder nur eine geringe Rolle zu spielen, da mehr als 100 Probanden in jedem
Kollektiv untersucht wurden. Beim TDT ergibt sich da eher ein Problem, da zumindest
bei der Anorexia nervosa die Fallzahlen mit 58 untersuchten Familientrios relativ gering

ist.

Grobe methodische Fehler konnen weitgehend ausgeschlossen werden, da die
gefundenen Genotypfrequenzen den in der Literatur verdffentlichten Daten dhneln und

auch der Regel von Hardy-Weinberg folgen.
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6.2 Ergebnisdiskussion

Beziiglich der vorangestellten Hypothese (siehe Kapitel 3) 148t sich aufgrund der

Untersuchungen die folgende Aussage treffen:

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation des 19A/G-Polymorphismus zu
einem der untersuchten Phinotypen und kein Transmissionsungleichgewicht von
Allelen des 19A/G-Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens nachgewiesen
werden. Daher ist es eher unwahrscheinlich, dal er sich auf das Korpergewicht
auswirkt.

Die Vermutung, da3 der Polymorphismus keinen Einflul nimmt auf die Ausprigung des
Korpergewichts, wird auch durch die enorm hohen Fallzahlen bestétigt, die notig wiren,
um bei einer Power von 80% und dem Signifikanzniveau von 5% die in dieser Studie
beobachteten Effekte signifikannt nachweisen zu konnen, wenn sie tatséchlich existieren
wiirden. Diese Fallzahlen betragen bei der Assoziationsuntersuchung 175700 (Allele)
und beim TDT 321 (heterozygote Elternteile) im Falle der Anorexia nervosa und 1315
(heterozygote Elternteile) im Falle der Adipositas, bei Betrachtung des Verhiltnisses
von transmittierten zu nicht-transmittierten A-Allelen.

Die Allelfrequenzen dhneln denen, die Hager et al. [1998] bei adipdsen (BMI 47,4 £ 7.0
kg/m?) Probanden und schlanken Kontrollen (BMI < 27 kg/m?) fanden (s. Tab. 6.1).
Dies konnte daran liegen, dafl beide Studien einen dhnlichen ethnischen Hintergrund
haben — bei beiden Kohorten handelte es sich um West-Europder — und daf} der
Polymorphismus keinen Einfluf auf den Gewichtsphénotyp hat.

Die Assoziationstests konnten keinen Alleleffekt nachweisen. Daher spielt der
Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens vermutlich keine Rolle bei der
Ausprigung der drei untersuchten Phénotypen. Allerdings kann ein Effekt auf Grund der

gefundenen Ergebnisse aber auch nicht génzlich ausgeschlossen werden.
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Allelfrequenzen in der normalen Allelfrequenzen aller

Kontrollgruppe bei Hager et al., Gewichtsgruppen in dieser

1998 Studie
A 35,6 % (77) A 36,9 % (531)
G 64.4 % (139) G 63,1 % (909)

Tabelle 6.1: Vergleich der Allelfrequenzen der Studie von Hager et al. [1998] und
dieser Studie (Fallzahlen)

Auch wenn der hier untersuchte Polymorphismus anscheinend keine Rolle spielt, ist
nicht ausgeschlossen, da3 das Leptingen und Leptin eine Rolle bei der Kontrolle von
Nahrungsaufnahme und Entstehung von verschiedenen Gewichtsextremen spielen

konnte.

6.3 Erweiterte Diskussion

Die bisher in Bezug auf das Leptingen wohl wichtigsten gefundenen Polymorphismen
sind die in Abschnitt 2.6.9 beschriebenen Mutationen [Montague et al., 1997; Strobel et
al., 1998; Ozata et al., 1999]. Dabei handelt es sich um eine Deletion, also den Wegfall,
eines Guanins in Kodon 133 bzw. um einen Arg-105-Trp-Austausch, die jeweils im
homozygoten Zustand fiir extremes Ubergewicht verantwortlich sind. Bei zahlreichen
systematischen Mutationsanalysen des Leptingens konnten nur einige seltene
Variationen identifiziert werden, denen bisher kein Einfluf auf den Regelkreis von
Leptin nachgewiesen werden konnte (siche Abschnitt 2.6.8). Allerdings handelt es sich
bei den in Abschnitt 2.6.9 beschriebenen Mutationen im Leptingen des Menschen, die
zu erheblicher Adipositas fithren, um sehr seltene Genvarianten, wie z. B. in der
Klinischen Forschergruppe gezeigt werden konnte [Hinney et al., 1997b+1998]. Sie
konnen also nicht das hdufige Auftreten von Adipositas in der Allgemeinbevolkerung
erkldren. Gleiches gilt fiir die von Clément et al., [1998] identifizierte Mutation im

Leptinrezeptorgen. Die Mutation, ein G- zu A-Austauch, liegt in Exon 16 und fiihrt
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dazu, dall eine abnormale mRNA produziert wird, in der das 16. Exon fehlt, was
wiederum zu einer fehlenden transmembranen und intrazelluldiren Doméne fiihrt.
Probanden, die homozygot fiir diese Mutation sind, zeigen eine frith einsetzende
Adipositas (BMI im Alter von 19 Jahren 65,5 kg/m?). Desweiteren bleibt bei ithnen die
Pubertdt aus und die Sekretion von Wachstumshormonen und thyreotropen Hormonen
ist reduziert, so daB eine Signaliibertragung von Leptin nicht mehr moglich ist. Die
Patientinnen wiesen kompensatorisch erhohte Leptinspiegel auf. Im Gegensatz dazu
hatten die Patienten mit den Mutationen im Leptingen durchweg erniedrigte
Leptinspiegel.

In der Allgemeinbevolkerung ist Adipositas entsprechend der erhohten Fettmasse meist
mit hohen Leptinspiegeln vergesellschaftet (sieche Abschnitt 2.6.2), dementsprechend
miilten adipose Menschen weniger hungrig sein, was jedoch nicht der Fall ist. Erklart
wird dies damit, dal bei den meisten Personen mit Adipositas eine Leptinresistenz
vorliegt. Es scheint einleuchtend anzunehmen, da3 der Defekt im Leptinrezeptor oder
Verdnderungen in nachgeschalteten Regelkreisen fiir diese Art der Adipositas
verantwortlich sind. Allerdings sind auch Mutationen im Leptinrezeptorgen &ulerst
selten (s. 0.), so daB3 auch hier keine Erkldrung fiir die erhohten Leptinspiegel bei
adiposen Menschen gefunden werden kann.

Mittlerweile konnten weitere Mutationen in Kandidatengenen gefunden werden, die fiir
Adipositas verantwortlich sein konnten. So gelang es z. B. Krude et al. [1998]
Mutationen im Pro-opiomelanicortin (POMC)-Gen nachzuweisen, deren Trager durch
eine frith einsetzende Adipositas aufgefallen waren. Weiterhin ist belegt, dall eine
Wechselwirkung zwischen Leptin und POMC sehr wahrscheinlich ist, da
Leptinrezeptoren auf POMC-produzierenden Neuronen im Hypothalamus nachgewiesen
werden konnten [Cheung et al., 1997].

Wie schon in Abschnitt 2.6.5 ausfiihrlich beschrieben ist auch NPY ein weiterer Faktor,
der mit Leptin in Wechselwirkung steht.

Insgesamt verdeutlichen diese Befunde, dafl die Regulation des Korpergewichts einem
sehr komplexen Mechanismus unterliegt, der bisher nur in Ansédtzen verstanden ist.
Adipositas ist eine Stoffwechselstérung, die durch den EinfluB vieler Gene bedingt ist.
Nachdem die Gabe von rekombinantem Leptin bei M&usen zur Gewichtsabnahme
fiihrte, ist es nur verstdndlich, dal Hoffnung bestand, dies konnte beim Menschen auch
der Fall sein. Betrachtet man jedoch die hohen Leptinspiegel bei den meisten adipésen

Patienten, so scheint es eher unwahrscheinlich, dall weitere Leptingaben zur
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Gewichtsreduktion fithren konnten. Erste klinische Versuche zur Leptin-Therapie sind
bereits in Abschnitt 2.6.9 beschrieben, wo dem &lteren der von Montague et al. [1997]
identifizierten Kinder mit monogen bedingtem Leptin-Mangel rekombinantes Leptin
verabreicht wurde [Farooqi et al., 1999]. Dabei wurde ein recht gutes Ergebnis erzielt -
allerdings darf nicht vergessen werden, dafl es sich hierbei um ein Kind mit Leptin-
Mangel handelt.

Erste Ergebnisse von Phase I und Phase II Studien zur Leptin-Therapie bei adipdsen
Patienten ohne Defekt im Leptingen fiihrten in Kombination mit Didt zu sehr
unterschiedlichen, aber dennoch signifikanten Gewichtsabnahmen [Christos et al.,
1999]. Dennoch bleibt abzuwarten, welche Ergebnisse die Phasen III und IV dieser

Studie bringen werden.

6.4 Zusammenfassung

Das obese-Gen und sein Genprodukt Leptin spielen eine wichtige Rolle in der
Regulation des Korpergewichts, wie in zahlreichen Studien nachgewiesen werden
konnte. Der genaue, sehr komplexe Wirkmechanismus bleibt aber weiterhin unbekannt.
Zwar gibt es einzelne deutlich mit Ubergewicht assoziierte Mutationen, aber im
allgemeinen bleibt die Vererbung der Phinotypen Ubergewicht und Anorexia Nervosa

noch im Dunklen.
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7 Zusammenfassung

In den letzten Jahren ist vor allem in den westlichen Industriestaaten die Pravalenz fiir
Adipositas (Ubergewicht) gestiegen, wie epidemiologische Studien zeigen. Zu einem
groBBen Problem wird dies auch deshalb, weil es bisher keine effektive Langzeittherapie
der Adipositas gibt. Eine Erforschung der ursédchlichen Faktoren ist daher zur Lésung

dieses Problems erforderlich.

Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien weisen deutlich darauf hin, dal es neben
Umwelteinfliissen auch eine Beteiligung genetischer Faktoren an der Ausprigung des
Korpergewichts gibt. Dies gilt sowohl fiir Ubergewicht, aber auch fiir Untergewicht und

Anorexia nervosa.

Aus verschiedenen Tiermodellen monogen bedingter Adipositas haben sich
verschiedene Kandidatengene fiir die Gewichtsregulation des Menschen ergeben. Seit
der Klonierung eines dieser Kandidatengene im Jahre 1994 — das Leptingen - haben
zahlreiche Forschergruppen neue Erkenntnisse {iber die Gewichtsregulation
zusammengetragen. Dazu zdhlen auller anderen die Identifizierung des Genproduktes
Leptin und dessen Rezeptoren. Verschiedene Kopplungsuntersuchungen deuten darauf

hin, daf3 das Leptingen an der Entstehung von Adipositas beteiligt ist.

Ziel dieser Arbeit war es, ein Transmissionsungleichgewicht der verschiedenen Allele
eines Polymorphismus im ersten Exon des Leptingens nachzuweisen bzw.
auszuschlieBen, oder eine Assoziation eines der Allele mit einem bestimmten

Korpergewichtsphianotyp zu bestitigen oder auszuschliefen.

Bei dem Polymorphismus handelt es sich um einen Basenaustausch von Adenin zu
Guanin an der Position +19, der zum ersten Mal von Hager et al. [1998] beschrieben
wurde. Durch diesen Austausch wird eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym
NspBII erzeugt, womit sich der Polymorphismus mittels Restriktions-Fragmentldangen-
Polymorphismus gut nachweisen 146t. Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
wurde zuvor der interessierende Bereich der aus Leukozyten extrahierten DNA
vervielfdltigt. Das untersuchte Kollektiv setzte sich zusammen aus extrem adipdsen

Kindern und Jugendlichen, aus tibergewichtigen und untergewichtigen Studentlnnen,
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sowie Patientinnen mit Anorexia nervosa. Weiterhin wurden zum Teil die Eltern der
adiposen Kinder sowie der Patientinnen mit Anorexia nervosa genotypisiert. Obwohl
das erste Exon des Leptingens nicht transkribiert wird, wurde der Polymorphismus
dennoch untersucht, da Mutationen in diesem Bereich Auswirkungen auf die

Transkription haben konnten.

Um eine mogliche Assoziation des Polymorphismus zu den verschiedenen
Gewichtsphianotypen feststellen zu konnen, wurden die Allelverteilungen der
verschiedenen Kollektive verglichen (Fall-Kontrollstudie). Da man hierbei
Stratifikationsprobleme nicht ausschlieBen kann, wurde zusétzlich ein Transmission
Disequilibrium Test (TDT) durchgefiihrt.

Der Vergleich der Allelverteilungen bei adipdsen und untergewichtigen Probanden
zeigte keinen signifikanten Unterschied. Es ergaben sich keine p-Werte < 0,05. Dabei
glichen die in vorliegender Arbeit gefundenen Allelfrequenzen denen, die bereits frither
fiir andere Studienkollektive beschrieben wurden [Hager et al., 1998].

Auch der TDT-Test ergab keine signifikanten Ergebnisse, weder bei den adipdsen
Probanden, noch bei den Patientinnen mit Anorexia nervosa. Die p-Werte lagen hier
jeweils in Bereichen > 0,2, es ergab sich somit kein Transmissionsungleichgewicht.

Der hier untersuchte Polymorphismus des Leptingens ist somit hochstwahrscheinlich
nicht an der Entstehung von Uber-, Untergewicht oder Anorexia nervosa beteiligt.
Mittlerweile konnten jedoch einige monogen bedingte Formen der Adipositas beim
Menschen identifiziert werden, denen Mutationen im Leptingen, aber auch im
Leptinrezeptorgen zugrunde liegen. Bekannt sind auch monogene Formen in anderen
Genen, wie z. B. dem POMC-Gen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 durch die Untersuchungen der letzten Jahre
deutlich geworden ist, daB3 die Gewichtsregulation beim Menschen einem komplexen
Regelkreis unterliegt. In diesen Regelkreis nehmen zahlreiche - Umwelt- wie auch
genetische - Faktoren EinfluB. Daher kann die Ursache fiir Abweichungen vom
Normalgewicht, wie sie Adipositas und Anorexia Nervosa darstellen, in der Umwelt, in
verschiedenen Genverdnderungen oder auch einer Kombination aus diesen beiden

Faktoren liegen.
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Abkiirzungsverzeichnis
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0. g. oben genannte
ob obese

Ob-1-ex-F und R Primer Forward und Reverse fiir Exon 1

Ob-R obese-Rezeptor

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoff-lonenkonzentration
pmol picomol

R Reverse-Primer

RCLB Red cell lysis bufter

RFLP Restriktions-Fragmentldngen-Polymorphismus
RNA Ribonukleinsgure

S. siehe

S. 0. siehe oben

SDS Sodiumdodecylsulfat

SE Sodium-EDTA

sec Sekunde

T Thymin

TAE Tris-HCI, Eisessig, EDTA

TBE Tris-HCI, Borat, EDTA

TDT Transmission disequilibrium test
TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Tm Schmelztemperatur

Tris Trishydroxymethylaminoethan

tub tubby

U Units

u. a. unter anderem

uv ultraviolettes Licht

\% Volt

W Watt

WHO World Health Organisation

z. B. zum Beispiel
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