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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus Typ 2

Veranderte Lebensgewohnheiten und Umweltbedingungen sowie steigende
Lebenserwartung lassen die Pravalenz der chronischen Glukosestoffwechsel-
stérung des Diabetes mellitus Typ 2 weltweit kontinuierlich steigen, wobei
immer mehr Kinder und Jugendliche betroffen sind (38, 72). Derzeit liegt die
Haufigkeit bei ca. 125 Millionen Erkrankten und in den nachsten 10 Jahren
dirfte mit einer weiteren Zunahme von 50% gerechnet werden. Die zu-
nehmende Pravalenz des Typ-2-Diabetes und die damit verbundenen Kom-
plikationen stellen heute eine groBe medizinische Herausforderung dar und
auch die gesundheitsékonomischen Konsequenzen sind gravierend (92).

Nach heutigem Verstandnis wird der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2
eine multifaktorielle Genese zugrunde gelegt: Neben genetischen Faktoren
spielen auBere Einflisse und Umweltfaktoren eine wichtige Rolle (55, 93). Die
erbliche Veranlagung gilt als gesichert. Geschwister von Typ-2-Diabetikern
erkranken in bis zu 60% an einem Diabetes mellitus Typ 2. Kinder eines
diabetischen Elternteils haben ein Risiko von 40%, die Erkrankung zu
entwickeln (17, 42, 43). Als sekundar erworbene und damit beeinflussbare
soziobiologische Faktoren seien in erster Linie Adipositas, Bewegungsmangel
und fettreiche Erndhrung genannt.

In den meisten Fallen ist der Typ-2-Diabetes mit weiteren Stoffwechsel-
abnormitaten vergesellschaftet, die unter dem Begriff ,Metabolisches Syndrom*
zusammengefasst werden und nicht nur eine zentrale pathologische Rolle beim
Diabetes mellitus Typ 2 spielen, sondern auch Risikofaktoren fur die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen darstellen. Charakteristische
Bestandteile des metabolischen Syndroms sind Insulinresistenz, stammbetonte
Adipositas, arterielle Hypertonie und Dyslipoproteindmie (40, 93).
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Die vergleichsweise schleichend verlaufende klinische Manifestation des
Diabetes mellitus Typ 2 zeichnet sich pathophysiologisch durch eine Resistenz
der peripheren Gewebe gegenlber der Insulinwirkung und durch eine
Insulinsekretionsstérung der pankreatischen Betazellen aus und ist somit
Endpunkt der Dysbalance zwischen Insulinangebot und Insulinbedarf. Die oft
schon Jahrzehnte vor der klinischen Manifestation bestehende Insulinresistenz
kann zunachst durch ein vermehrtes Insulinangebot kompensiert werden. Erst
ein relatives Sekretionsversagen und ein quantitativer Betazelluntergang fihren

zu chronisch erhohten Blutzuckerspiegeln (14).

Die klinische Relevanz des Diabetes mellitus Typ 2 wird auch im Hinblick auf
die Folgeschaden deutlich. Durch das Auftreten der eigentlichen Krankheit erst
nach vielen Jahren sind oft schon Folgen der schlechten Stoffwechsellage
vorhanden (5). Besonders das kardiovaskulare Risiko ist gegenlber Nicht-
diabetikern stark erhéht, so ist laut epidemiologischen Studien die Mortalitat an

Herz-Kreislauf-Krankheiten um das 3-4fache gesteigert (16, 61).

1.2  Insulinwirkung und Insulinresistenz

Insulinwirkung

Die Wirkungen von Insulin sind vielfaltig: Hauptsachlich wirkt es auf den
Blutzuckerspiegel, indem es die Glukoseaufnahme speziell in Muskel- und
Fettzelle férdert, die hepatische Glukoneogenese und Glykogenolyse hemmt
sowie die Glykogensynthese stimuliert. Daneben hat Insulin als anaboles

Hormon Auswirkungen auf den Lipid- und Proteinmetabolismus (29).

Die Insulinwirkung an den Zielzellen wird durch einen spezifischen,
membranstandigen Rezeptor vermittelt, der durch Autophosphorylierung an
Tyrosinresten fir die weitere SignalUbertragung sorgt (39). Ausgehend von der
Autoaktivierung der Rezeptortyrosinkinase  werden, vermittelt durch
Koppelungsproteine (wie beispielsweise die Insulinrezeptorsubstrate, IRS), die
verschiedenen Effekte des Insulins tUber Tyrosin- und Serinphosphorylierungs-
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kaskaden in der Zelle ausgelost. Auf der Ebene der Postkinasesignal-
transduktion spielt die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-K) eine zentrale
Rolle. Dieses Enzym wirkt Uber Serin- und Threoninkinasen wie beispielsweise
die Proteinkinase B (PKB/Akt) oder die Proteinkinase C (PKC) auf die
Signaltransduktion unter anderem zum Glukosetransportsystem und zur
Glykogensynthetase. Neben dem Signalweg Uber die PI-3-Kinase existiert die
MAP-Kinasekaskade (MAP-Kinase = mitogen aktivierte Proteinkinase), die
mitunter fir die Mitogenese verantwortlich ist (55, 69, 83, 87).

Das Glukosetransportsystem stellt neben verschiedenen Schllisselenzymen ein
wichtiges Effektorsystem der Insulinwirkung dar. Es existieren mehrere
verschiedene Isoformen der Glukosetransporter (GLUT-1 bis GLUT-10) mit
spezifischen Expressionsmustern. Fir die Aufnahme von Glukose in die
Muskel- und Fettzelle sind die Glukosetransporter GLUT-1 und GLUT-4
bedeutsam (29). Neben der durch die Insulinbindung an den Rezeptor
ausgelésten Signalkette zum Glukosetransportsystem, 16st eine Muskelkon-
traktion insulinunabhangig durch Erhéhung der intrazellularen Kalziumkon-
zentration die Translokation von Glukosetransportmolekllen zur Plasma-
membran aus (47, 48). Neuere Studien weisen darauf hin, dass Kalzium auch
bei der insulinabhdngigen Aktivierung des Glukosetransportsystems eine
SchlUsselfunktion spielt (86).
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Abbildung 1.1: Insulinsignaltransduktion (87)

Insulinresistenz

Die Insulinresistenz ist ein bedeutender Faktor in der Pathogenese des
Diabetes mellitus Typ 2 (49). Dabei besteht eine verminderte Ansprechbarkeit
der Rezeptoren insulinsensitiver Gewebe, was insbesondere Skelettmuskel,
Fettgewebe und Leber betrifft. Infolgedessen kommt es zu einer herab-
gesetzten Aufnahme und Verwertung von Glukose in Muskel- und Fettzelle und
zu einer unzureichenden Suppression der hepatischen Glukoneogenese mit der
Folge eines erhdhten Plasmaglukosespiegels (14).
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Neben primadr genetischen Resistenzmechanismen sind sekundare
Resistenzmechanismen wie Adipositas und Bewegungsmangel fir die
Insulinresistenz verantwortlich. Die Korrelation von Adipositas und Insulin-
resistenz zeigt sich bei einem Anteil von 80% Ubergewichtiger Patienten mit
manifestem Typ-2-Diabetes deutlich. Neben den bei Adipositas erhdhten freien
Fettsduren scheinen vom vergroBerten Fettgewebe vermehrt sezernierte
Mediatoren, die sogenannten Adipozytokine wie Tumornekrosefaktor a (TNF-a),
Leptin, Adiponectin und Resistin, an der Auspragung der Insulinresistenz

beteiligt zu sein (4).

Auf zellularer Ebene kbénnen Stérungen auf jeder Stufe der Signal-
transduktionskette zur Insulinresistenz fuhren. Eine reduzierte Aktivitat der
Rezeptorkinase kann ebenso wie eine gestbrte Postkinasesignalibertragung,
ein herabgesetzter Glukosetransport in die Zelle, eine verminderte Glukose-
phosphorylierung oder eine erhdhte Aktivitat der Glykogensynthase eine
Insulinresistenz zur Folge haben (3, 12, 13, 24, 64).

1.3 Genetische Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2

Bei der Vererbung des Diabetes mellitus Typ 2 wird von einem polygenetischen
Erbgang ausgegangen. Bislang durchgefihrte Studien legen nahe, dass
Mutationen und Polymorphismen in Genen fir Insulinsignalmolekile mit relativ
groBer Haufigkeit in der Allgemeinbevilkerung existieren. Meistens aber
genugen einzelne Defekie alleine nicht, um den Phanotyp der Erkrankung
auszupragen, sondern erst das Zusammenspiel verschiedener Mutationen und
sekundarer Faktoren fuhrt zur Manifestation (36, 55).

Die Suche nach Genen, die den Diabetes mellitus Typ 2 verursachen kénnen,
schlieBt diejenigen Gene ein, welche die Insulinsensitivitdt und die Insulin-
sekretion steuern. Zu den Kandidatengenen, die eine Rolle bei der Signal-
Ubertragung des Insulins oder bei der Adipositasentwicklung spielen, zahlen

beispielsweise Polymorphismen in den Genen der Insulinrezeptorsubstrate
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(IRS), des Peroxisomen Proliferator aktivierten Rezeptor Gamma (PPARYy), im
KIR6.2-Gen (einwérts gleichrichtender Kaliumkanal 6.2-Gen) oder im FTO-Gen
(Fat mass and obesitiy associated-Gen) (2, 22, 27, 44, 77).

Mit der Methode des Genomscreenings, bei der Teile des Genoms auf
diabetesassoziierte Veranderungen untersucht werden, kdénnen noch un-
bekannte Gene aufgefunden werden, die eine potenzielle Rolle bei der
Entstehung des Typ-2-Diabetes spielen. Die bisher identifizierten Gen-
Regionen befinden sich auf verschiedenen Chromosomen, so beispielsweise
das Human hematopoietically expressed homeobox (HHEX)-Gen und das
Transcription factor 7-like 2 (TCF7L2)-Gen auf Chromosom 10, das CDKS5
regulatory subunit associated protein 1-like 1 (CDKAL1)-Gen auf Chromosom 6
oder das Solute carrier familiy 30 (zinc transporter), member 8 (SLC30A8)-Gen
auf Chromosom 8 (85).

Das menschliche KCNA3-Gen auf Chromosom 1, das flr den spannungs-
abhangigen Kaliumkanal Kv1.3 kodiert, stellt ein mdgliches Kandidatengen dar.
Im Tiermodell wiesen Knockout-Mause eine erhdhte Insulinsensitivitat und
Glukosetoleranz auf (88, 89). Analog dazu kdnnten genetische Varianten im
menschlichen KCNA3-Gen einen Einfluss auf die Glukosehomdostase haben.

Dies soll im Folgenden untersucht werden.

1.4 Der spannungsabhéangige Kaliumkanal Kv1.3

Kaliumsensitive Kandle machen eine groBe und sehr unterschiedliche Gruppe
von lonenkanédlen aus, die ubiquitéar im Pflanzen- und Tierreich vorkommen
(30). Spannungsabhéangige kaliumsensitive Kanéle (Kv) bilden die gréBte
Gruppe der kaliumsensitiven Kanéle und werden mittels der Sequenzhomologie
in zwolf verschiedene Familien eingeteilt (Kv1l.x — Kv12.x). Der Kv1.3-Kanal
gehdért neben acht anderen Kanédlen zur Shaker-Subfamilie (Kv1.1 — Kv1.8)
(26).

Kv-Kanéale liegen als Hetero- oder Homotetramere vor und bestehen aus vier

integralen Plasmamembranproteinen (a-Untereinheiten), die wiederum jeweils
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sechs hydrophobe, transmembrandre Segmente (S1-S6) enthalten. Die
porenbildenden a-Untereinheiten kénnen mit bis zu vier weiteren Proteinen (B-
Untereinheiten) auf der zytoplasmatischen Seite assoziiert sein, die unter
anderem die biophysikalischen Eigenschaften des Kanals beeinflussen (34, 35,
59, 80).

,\ N extrazellular

S3 S2 gy
S4 ’ S1JS21S3] S4 SS/ U \86

intrazellular
N\
N C
Abbildung 1.2: Membrantopologisches Modell der Kv-Kanale

(A) Schematische Darstellung der Kanalpore. (B) Strukturelle Elemente der
a-Untereinheit (Transmembransegmente S1-S6, Spannungssensor S4,
porenbildende H5-Region) (modifiziert nach (34)).

Der Kv1.3-Kanal wird in den insulinsensitiven Geweben Skelettmuskel, Fett-
gewebe, Leber und Gehirn, aber auch in Lymphozyten, in der Niere, im Hoden,
in Spermatozoen und in Osteoklasten exprimiert (88, 89). Im Gehirn ist er in
verschiedenen spezifischen Regionen lokalisiert, wobei er in den Neuronen des
Bulbus olfactorius einen betrachtlichen Anteil zu den gemessenen Kalium-
strébmen beitragt (19).

Spannungsabhangige Kaliumkanéle regulieren das Zellmembranpotenzial
durch Kontrolle des Kaliumausstroms aus der Zelle und kdénnen somit eine
groBe Zahl zelluldrer Prozesse aufeinander abstimmen (47). Neben der
Regulation neuronaler Erregbarkeit durch Stabilisierung des Ruhemembran-
potenzials spielt der Kanal bei der Zellvolumenregulation, bei der Apoptose, bei
der T-Zell-Stimulation und bei der renalen Flissigkeitshomdostase eine Rolle
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(7, 11, 15, 47, 75). Neuere Erkenntnisse zeigen, dass der Kv1.3-Kanal zudem
in den Metabolismus, die Glukosehomdostase und die Diskriminationsfahigkeit
von Gertchen involviert ist (20, 25, 88, 89).

Die Aktivitat des spannungsabhangigen Kv1.3-Kanals wird durch eine komplexe
Art und Weise kontrolliert. Neben der quantitativen Regulierung der mRNA- und
Proteinkonzentration sind zahlreiche weitere Mechanismen zur Kontrolle der
Aktivitdt und Expression der Kv-Kanale beschrieben worden. Anderungen des
Zellmembranpotenzials  fihren  ebenso wie  pH-Wert-Schwankungen,
Temperaturverdnderungen und Fluktuationen der extra- und intrazellularen
lonenkonzentration zu einer Beeinflussung der Kanalaktivitdt und -expression
(9, 47, 60, 73, 78). Daneben spielt die posttranslationelle Phosphorylierung des
Kanalproteins oder assoziierter Proteine durch Proteinkinasen eine wichtige
Rolle. Die Aminosauren-Sequenz des Kv1.3-Kanals enthdlt mehrere potenzielle
Loci zur Phosphorylierung durch Serin/Threonin-Kinasen wie Proteinkinase A
(PKA), Proteinkinase C (PKC) oder Serumglukokortikoidkinase 1 (SGK1) und
durch Tyrosinkinasen (8, 18, 28, 53, 62).

1.5 Fragestellung und Hypothese

Im Knockout-Modell bei Mausen fihrte die Defizienz des KCNA3-Gens zu
reduziertem Korpergewicht, erhohter Insulinsensitivitdt und niedrigeren
Plasmaglukosewerten (88, 89). Zusatzlich konnten durch die Hemmung der
Kv1.3-Kanal-Aktivitdt Effekte auf das Riechsystem in Form eines ,super-
smeller-Phanotyps*“ beobachtet werden (20). Diese im Tierversuch erhobenen
Daten lassen eine relevante Bedeutung des spannungsabhangigen
Kaliumkanals Kv1.3 in der Glukosehomdostase des Menschen mit wesent-
lichem Einfluss auf die Insulinsensitivitat und Glukosetoleranz vermuten.

In der folgenden Arbeit soll die Auswirkung von Polymorphismen im
menschlichen KCNA3-Gen untersucht werden, die durch eine Beeinflussung

der Aktivitdt des Kaliumkanals eine analoge Rolle beim Menschen spielen
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kénnten. Hierfir wurde bei 50 Nichtdiabetikern die entsprechende Region des
KCNAS3-Gens sequenziert und auf vorhandene Mutationen geprift. Die dabei
identifizierten Polymorphismen wurden daraufhin in einer groBen Kohorte auf
deren funktionelle Relevanz bezlglich anthropometrischen Daten, Glukose-

toleranz, Insulinsensitivitat und Insulinsekretion untersucht.

Unsere Hypothese ist, dass genetische Varianten im KCNA3-Gen die
Insulinwirkung beeintrachtigen und somit die Entstehung eines Typ-2-Diabetes

begunstigen.



MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Die Versuche fanden im Rahmen der TlUbinger Familienstudie flr Diabetes
mellitus Typ 2 (TUF-Studie) statt. Hierbei handelt es sich um eine
Querschnittsstudie, in der Zusammenhange zwischen genetischen bzw.
serologischen Markern und Insulinresistenz  untersucht werden. Das
Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat
der Universitdt Tubingen geprGft und genehmigt (Projektnummer des
Ethikvotums: 422/2002). Die Teilnehmer der Studie wurden zuvor mindlich und
schriftlich Gber die jeweilige Untersuchung, deren Ablauf, Ziele und mdgliche
Risiken aufgeklart. Uber die genetische Analyse wurde gesondert unterrichtet.
Die Probanden hatten jederzeit die Maoglichkeit, ihr schriftlich erteiltes

Einverstandnis zurlickzuziehen und die Studienteilnahme zu beenden.

2.2 Probanden

2.2.1 Teilnahmevoraussetzungen und Ausschlusskriterien

Fir die Studie wurden bevorzugt Personen gesucht, die ein erhdhtes Risiko
hatten, an einem Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken (positive Familien-
anamnese, Ubergewicht, bekannte Glukosetoleranzstdrung, Zustand nach
einem Gestationsdiabetes). Es wurden aber auch Kontrollpersonen ohne
bekannte Risikofaktoren eingeschleust.

Als allgemeine Ausschlusskriterien wurden definiert:
e e¢in diagnostizierter Diabetes mellitus,

10
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e die Einnahme von Medikamenten, welche bekannte Wirkungen auf
Glukosetoleranz, Insulinsekretion oder Insulinsensitivitat haben,

e Erkrankungen im Bereich des Gastrointestinaltraktes, die mit einer
Malabsorption der verabreichten Glukose bei dem oralen
Glukosetoleranztest (OGTT) einhergehen wiirden,

e weniger als 3 Monate =zurlckliegende Operationen oder akute
Erkrankungen,

e eine Schwangerschaft, eine weniger als 3 Monate zurlckliegende

Entbindung und / oder Stillperiode.

2.2.2 Teilnehmer

Die nachstehende Tabelle zeigt die Daten der 552 am oralen Glukose-
toleranztest teilnehmenden Probanden.
Bei 304 Teilnehmern wurde zusatzlich ein euglykamischer hyperinsulinamischer

Clamp durchgeflhrt.

OGTT (n =552) Clamp (n = 304)
Anzahl (w/m) 320/ 232 154 /150
BMI (kg/m?) 26.5+0.3 25.6 £0.3
Kérperfett (%) 276104 25.3+0.5
Alter (Jahre) 372105 34.6+0.6
WHR* 0.86 + 0.004 0.86 + 0.005
Plasmaglukose nlchtern (mM) 4.96 £ 0.002 4.83 £0.03
Plasmainsulin ntchtern (pM) 53 +2 47 +2

Means (Mittelwerte) + SEM (Standardabweichung des Mittelwertes)
* Waist-to-hip-ratio

Tabelle 2.1: Teilnehmercharakteristika des OGTTs und des Clamps

11
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2.3 Versuchsablauf

2.3.1 Oraler Glukosetoleranztest (OGTT)

Die Versuchsteilnehmer wurden dazu aufgefordert, in den Tagen vor dem Test
ihren GOblichen Nahrungs- und Bewegungsgewohnheiten nachzugehen und in
den 10 Stunden davor keine Nahrung mehr zu sich zu nehmen.

Der OGTT begann morgens um 8:30 Uhr mit der basalen Blutentnahme. Es
wurden Glukose, Insulin, freie Fettsduren sowie weitere Routineparameter wie
Blutbild, Elektrolyte und Leberenzyme bestimmt. Nach oraler Gabe von 75 g
Glukose geldst in 300 ml Wasser erfolgten nach 30, 60, 90 und 120 Minuten
weitere Blutentnahmen zur Bestimmung von Glukose, Insulin und freien
Fettsduren (FFA). Wa&hrend des Versuches waren Nahrungsaufnahme,

koérperliche Anstrengung und Rauchen untersagt.

2.3.2 Euglykamischer hyperinsulinamischer Clamp

Der euglykdmische hyperinsulinamische Clamp dient der Bestimmung der
Insulinsensitivitat. 304 der 552 Probanden nahmen daran teil.

Der Versuch startete morgens um 8:00 Uhr und die Probanden wurden dazu
angehalten, eine zwdlfstindige Nahrungskarenz vor Beginn einzuhalten. Wie
beim OGTT waren Nahrungsaufnahme, kérperliche Anstrengung und Rauchen
wahrend des Versuchs nicht gestattet.

Zur Blutentnahme und zur Bestimmung der Plasmaglukose wurde eine
Handrickenvene punktiert. Die ,heated-hand"-Methode gewé&hrleistet durch
eine Erweiterung arteriovendser Shunts die Arterialisierung des vendsen Blutes
(56). FOr die Infusionslésungen wurde eine Vene der Ellenbeuge des
kontralateralen Armes mit einem peripheren Venenzugang versehen.

Ziel des euglykdmischen hyperinsulindmischen Clamps ist es, den Blutzucker-
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spiegel auf einem konstanten Wert zu halten (engl.: to clamp = (fest)klemmen),
welcher dem Ndichternblutzuckerwert entspricht. Die Konzentration an
Nuchternglukose im Blut wurde zu den Zeitpunkten -30, -15 und 0 Minuten
bestimmt. Der anschlieBend verabreichte Insulinbolus von 1.0 U/m? und die
darauf folgende Insulininfusion von 40 mU/m?min versetzten die Probanden in
einen hyperinsulindmischen Zustand. Nach 3 Minuten wurde eine variable
Infusion von 20%iger Glukoselésung gestartet, die einer mdglichen
Hypoglykédmie entgegenwirkte. Alle 5 Minuten wurde Blut enthommen und der
Glukosewert bestimmt. Je nach Ergebnis wurde daraufhin die Glukose-
infusionsrate (GIR) verandert und der Blutzucker méglichst konstant auf den
Zielwert eingestellt.

Far die Messung der Insulinsensitivitat, die aus der Glukoseinfusionsrate und
dem Plasmainsulinspiegel berechnet wird (siehe Formeln), wurden steady-
state-Bedingungen bendtigt (Plasmaglukose und GIR konstant), welche in der
Regel zwischen Minute 60 und 120 vorliegen. Die Konzentration an Plasma-
insulin wurde im basalen Zustand und im steady-state des Clamps ermittelt.
Nach 120 Minuten wurde die Insulininfusion beendet und die Rate an Glukose
unter FortfGhrung der Messungen und unter Nahrungsaufnahme stetig gesenkt,
um eventuelle hypoglykdmische Nachwirkungen des Insulins auszuschlieBen.

2.3.3 Tetrapolare Impedanzmessung (TPI)

Mit dieser Methode lasst sich der Fettgehalt des Kérpers ermitteln. Hierflr
wurde an den Probanden je eine Elekirode an Hand und FuB derselben
Korperhalfte angebracht und Uber eine Widerstandsmessung die fettfreie
Kdérpermasse (lean-body-mass, LBM), der Wassergehalt und der prozentuale
Fettanteil bestimmt.
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2.4 Verwendete Medikamente

2.4.1 Oraler Glukosetoleranztest (OGTT)

Glukoseldsung:

Kochsalzlésung:

Dextro® O.G.-T.,
hergestellt von F. Hoffmann-La Roche AG, Mannheim,
Deutschland.

NaCl-Lésung 0.9%,
hergestellt von Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland;

Verwendung als Spullésung.

2.4.2 Euglykamischer hyperinsulinamischer Clamp

Glukoseldsung:

Insulin:

Kochsalzldsung:

Glucosteril 20%,
hergestellt von Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland.

Insuman Rapid (Normalinsulin),
hergestellt von Aventis Pharma Deutschland GmbH,

Frankfurt am Main, Deutschland.
NaCl-Lésung 0.9%,

hergestellt von Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland.

14



MATERIAL UND METHODEN

2.5 Analytik

2.5.1 Aufbereitung der Blutenthnahmen

Die Glukosekonzentration wurde jeweils sofort nach der Blutenthahme aus
Vollblut ermittelt und in Plasmaglukose umgerechnet. Fur die Bestimmung von
Plasmainsulin wurde EDTA-BIut und fir die Bestimmung der freien Fettsduren
Serum abgenommen.

Die Blutproben wurden gleich nach der Entnahme auf Eis gekihlt und bei 4°C
und 4000 upm 7 Minuten lang zentrifugiert. Nach Abpippetieren des Uber-
standes wurde das Plasma / Serum bis zur Messung bei -20°C eingefroren.

2.5.2 Verfahren zur Ermittlung der einzelnen Blutparameter

Die Konzentration an Glukose, Insulin und freien Fettsduren im Plasma wurde
wahrend des OGTTs und des euglykdmischen hyperinsulindmischen Clamps
ermittelt. Dazu wurden folgende Testverfahren angewandt:

Glukose: enzymatisches Testverfahren (Glukose-Oxidase-
Methode) mit dem Geréat YSI 2300 STAT plus,
hergestellt von Yellow Springs Instruments, Yellow
Springs, USA.

Insulin: Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA),
hergestellt von Abbott Laboratories, Tokio, Japan.

Freie Fettsauren: enzymatisches Testverfahren,

hergestellt von WAKO chemicals, Neuss, Deutschland.
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2.5.3 Korperfett

Gerat: BIA- 101A

Hersteller: RJL Systems, Detroit, USA

Verfahren: Bioelektrische Impedanzmessung

Software: Body Composition Weight Management Program,

Body Composition through Impedance Technology,

Beta Test Version 0.9,

Copyright RJL Systems 1989, RJL Systems 9930
Whithier, Detroit M / 48224, USA

2.5.4 Genotypisierung

Das Blut fur die DNA-Analysen wurde bei der basalen Blutentnahme des
OGTTs nach Einwilligung der Probanden abgenommen. Die Isolierung der DNA
aus Vollblut geschah mithilfe eines kommerziellen Verfahrens (Nucleospin;

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland).

Ein ungefahr 4.5 kb groBer Abschnitt auf Chromosom 1 (Position 110927146 -
110931517) wurde in 50 Féllen vollstandig sequenziert und auf das Vorliegen
von Polymorphismen untersucht. Dieser Abschnitt schlieBt den Promotor / den
5’-nicht-kodierenden Bereich (5-UTR), die gesamte Lange der kodierenden
Region und den 3"-nicht-kodierenden Bereich (3°-UTR) des KCNA3-Gens ein.
Zunachst wurden fur die Vervielfachung des Zielgebietes mehrere spezifische
Primer konstruiert, welche Amplifikationsprodukte von ungeféhr 230 bis 600 bp
Lange ergaben. Zehn Uberlappende Reaktionen wurden bendtigt, um die Ziel-
DNA-Sequenz zu vervielfachen. AnschlieBend wurden die PCR (Polymerase
Chain Reaction)-Erzeugnisse mittels direkter Sequenzierung auf Poly-
morphismen untersucht, wobei durch die Anwendung der bidirektionalen
Methode Artefakte vermieden werden konnten.
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Testname: ABI PRISM 310
Hersteller: Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Verfahren: Dye terminator cycle sequencing ready reaction kit

Die Genotypisierung der dabei erfassten SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) erfolgte bei 552 DNA-Proben. Durch den Einsatz von
fluorogenen Sonden bestand die Mdglichkeit, wahrend der PCR gezielt nur das
gewulnschte DNA-Produkt nachzuweisen.

Testname: GeneAmp PCR system 7000
Hersteller: Applied Biosystems, Foster Citiy, CA, USA
Verfahren: TagMan assay

Detektion der Fluoreszenz:

Gerat: ABI PRISM 7000 sequence detector
Hersteller: Applied Biosystems, Foster Citiy, CA, USA
Verfahren: Autoradiographie

2.5.5 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Mit dieser Methode, auch ,Bandshift-Assay" genannt, wurde untersucht, wie
sich SNPs der Promotorsequenz des KCNA3-Gens auf die spezifische DNA-
Bindung von Transkriptionsfaktoren auswirken. Zu diesem Zweck wurden in
einer anderen Studie durch perkutane Biopsie des Musculus vastus lateralis
menschliche Skelettmuskelzellen gewonnen, kulturell vermehrt und differenziert
(46). Kernlysate aus den Myotubenkernen und aus C2C12-Zellen der Maus
wurden in nlchternem Zustand, nach zweistiindiger Stimulation mit 20 nM
Insulin, nach zweistindiger Stimulation mit 20 nM IGF-1 und nach
zweistindiger Stimulation mit 20% fetalem Kalbserum (FCS) hergestellt (84).
Synthetische, mit [a**P]dATP (3000 Ci/mmol) und Klenow-Enzym radioaktiv
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markierte Oligonukleotidsonden wurden im n&chsten Schritt fir 20 Minuten mit
8 pg Kernprotein inkubiert. Zum Nachweis der spezifischen Bindung wurden
zusétzliche Proben mit einem Uberschuss an nicht markierten Sonden (0.05
mg/ml poly[d(I-C)]) aufgetragen. Auf die Gelelekirophorese folgte die Aus-

wertung anhand der autoradiographischen Analyse.

Verwendete Sonden:

e 5- AGA GTA GGT CCT AGC CAACTT ATATTT CTAGC -3
e 5-AGA GTA GGT CCT AGC CAATTT ATATTT CTAGC -3

Inkubationsmedium:

e 20 ul 7 mM HEPES- KOH (pH 7.9)
e 100 mM KCI

e 3.6 mM MgCl,

e 10% Glycerol auf Eis

Tragergel:

e 5% nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel

Laufpuffer:

e 25 mM Tris-HCI (pH 8.0)
e 190 mM Glycin
e 1 mMEDTA
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2.6 Berechnungen

2.6.1 Allgemein

e Body-Mass-Index (BMI):

_ Koérpergewicht|kg]
(KérpergrdBem])?

BMI

e Waist-to-hip-ratio (WHR):

WHR = Bauchumfang[cm]
Haftumfanglem]

2.6.2 Oraler Glukosetoleranztest (OGTT)

e |nsulinsensitivitat:

geschatzt nach dem von Matsuda et al. vorgeschlagenen Index [Sleg;

(54):
IS = 10000
=
* \/(szasal 'Insbasal )(Bzmean 'Insmean)

BZpasal = basaler Plasmaglukosespiegel [mmol/l]

INSpasal = basale Plasmainsulinkonzentration [pmol/l]

BZmean = Mittelwert des Plasmaglukosespiegels Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum [mmol/l]

INSmean = Mittelwert der Plasmainsulinkonzentration Gber den

gesamten Untersuchungszeitraum [pmol/l]
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2.6.3

2.6.4

Phase der Insulinsekretion:

geschatzt nach Stumvoll et al. (76):

1. Phase = 1283 + 1.829 x Ins3y — 138.7 x Gluksg + 3.772 x Insg

2. Phase der Insulinsekretion:

geschatzt nach Stumvoll et al. (76):

2. Phase =287 + 0.4164 x Inszy — 26.07 x Glukso + 0.9226 x Insg

Euglykdmischer hyperinsulinamischer Clamp

Insulinsensitivitat:

Berechnet als Insulinsensitivitatsindex (ISl) flr das Zeitintervall 60 bis
120 Minuten:

mittlere Glukoseinfusionsrate (GIR) [pmol kg™ -min‘1]

ISl =
mittlere Plasmainsulinkonzentration [pmol/l]

Haplotyp-Analyse

Analysen zur genetischen Kopplung wurden mit dem THESIAS-Programm
(Testing Haplotype Effects In Association Studies) durchgefihrt (79). Von allen
gefundenen Haplotypen wurde die Haufigkeit (Haplotypfrequenz) bestimmt.

Haplotypen mit ausreichender Frequenz (> 5%) wurden im Folgenden in einem
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additiven Modell auf potenzielle Effekte beziglich BMI, Insulinsensitivitadt und
Glukosetoleranz hin untersucht. Die Ergebnisse wurden als Vergleich zu den
Ergebnissen des am haufigsten vorkommenden Haplotyp dargestellt.

2.7 Statistische Auswertung

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit dem Softwarepaket JMP (SAS
Institute INC, CARY, NC, USA). Soweit nicht anders angegeben, sind die
Resultate als Mittelwert (Mean) = Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
aufgezeigt. Die KenngréBen wurden mittels Shapiro-Wilk W-Test auf
Normalverteilung untersucht und gegebenenfalls logarithmiert, um annahernd
eine Normalverteilung zu erreichen. Statistische Vergleiche normalverteilter,
stetiger ZielgréBen zwischen zwei Gruppen erfolgten mithilfe des t-Tests flr

unverbundene Stichproben nach Student.

Um far wichtige Kovariaten zu adjustieren und unabhangige Zusammenhange
aufzudecken, wurden multiple Regressionsanalysen durchgeftuhrt. Der
Phanotyp wurde in diesem Zusammenhang als abhangige, der Genotyp als
unabhéngige / nominale Variable festgelegt.

Vergleiche zwischen zwei nominalen Parametern erfolgten anhand einer Vier-
Felder-Tafel unter Nutzung des Chiquadrat-Tests (x*-Test) bei Likelihood-
Verhaltnissen. Im Falle von niedrigen Allelfrequenzen wurden heterozygote und
homozygote Trager zusammengefasst (dominantes Modell). Ansonsten wurden
rezessive, dominante und additive Modelle beriicksichtigt.

Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Genetische Varianten im KCNA3-Gen

Der Transkriptionsstart des KCNA3-Gens ist noch nicht bekannt, weswegen im
Weiteren der Promotor / 5°-UTR-Bereich als Promotor bezeichnet wird und die
Polymorphismen gemaB ihrer Entfernung in Basenpaare vom Startcodon ATG
angegeben werden.

In der SNP-Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology
Informations, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) wird von insgesamt 15 Poly-
morphismen im menschlichen KCNA3-Gen berichtet. Zwei davon befinden sich
im Exon sechs in der Promotorregion und sieben im oder nahe dem 3’-UTR-
Bereich. Drei der Polymorphismen in der 3-UTR-Region liegen jenseits des

Poly-A-Signals und wurden in der Studie nicht analysiert.

Im Falle der 50 Individuen, bei denen die gesamte kodierende Region, der 3-
UTR-Bereich und der Promotor vollstandig sequenziert wurden, identifizierten
wir finf Polymorphismen. Diese befanden sich alle in der Promotorregion. Die
dbrigen sieben SNPs, die laut der NCBI-Datenbank im menschlichen KCNA3-
Gen auftreten, konnten bei diesen Probanden nicht festgestellt werden, was auf
die Seltenheit dieser Allele schlieBen lasst (Allelfrequenz <5%). In der NCBI-
Datenbank war in einigen Fallen dieser Polymorphismen eine Allelfrequenz von
etwa 1% vermerkt. Meistens fand sich jedoch keine Angabe, da die Poly-
morphismen in kleinen Stichproben gefunden wurden, aus denen eine zu-

verlassige Angabe nicht moglich ist.
Die bei den 50 Teilnehmern detektierten finf SNPs der Promotorregion wurden

sodann in einer Kohorte von 552 Probanden ermittelt. Dabei handelie es sich
um die folgenden Polymorphismen:
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e T-548C (rs2840381, Frequenz des seltenen Allels = 26%)
o G-697T (rs2821555, 23%)

e A-845G (rs7528937, 9%)

e T-1645C (rs2821557, 41%)

o G-2069A (rs3762379, 16%)

Nach Genotypisierung fand sich eine Verteilung der verschiedenen Poly-
morphismen gemaB dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Alle Polymorphismen
standen zueinander in Linkage Disequilibrium (D"> 0.51, p < 0.002).

Die Ermittlung des Genotyps schlug in zwei Féllen an der Position -845, in
einem Fall an der Position -2069 und in 25 Fallen an den Positionen -548 und
-697 fehl. Die entsprechenden Probanden wurden bei nachfolgenden Analysen,
die diese Polymorphismen mit einschlossen, und bei der Haplotyp-Analyse

ausgeschlossen.
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3.2 Geneffekte

Die Tabellen 5.1 und 5.2 zeigen die wesentlichen Effekte der flnf

Polymorphismen (s. Teil 5 Tabellen).

3.2.1 Adipositasparameter

Weder beim Body-Mass-Index, noch bei dem prozentualen Kérperfett oder der
Waist-to-hip-ratio bestanden signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Genotypgruppen (s. Abbildung 3.1 und Tabelle 5.1 und 5.2).

27,5 1
27
£ 265
> m Wildtyp
=
g @ Polymorphismustrager
= 26
m
29,5 1
25 T T T T T

T548C  G-697T  A-845G  T-1645C  G-2096A
Polymorphismus

Abbildung 3.1: BMI (Means + SEM)
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3.2.2 Plasmaglukose, Plasmainsulin und freie Fettsauren im Plasma

Plasmaglukose

Die Polymorphismen G-697T, A-845G und G-2069A zeigten keinen Effekt auf
die Blutzuckerwerte, weder basal noch nach 2 Stunden im OGTT (s. Tabelle
5.1).

Trager eines C-Allels an der Position -548 wiesen leicht niedrigere basale
Konzentrationen an Plasmaglukose im OGTT im Vergleich zum Wildtyp auf (p <
0.05, s. Tabelle 5.1). Allerdings verfehlte dieser Zusammenhang nach Adjus-
tierung fur den Altersunterschied zwischen den Genotypgruppen die Signifikanz
(p = 0.08).

Im Gegensatz dazu fanden sich im oralen Glukosetoleranztest bei CC-
Genotypen an der Position -1645 erhéhte Blutzuckerwerte nach 120 min (p =
0.008; s. Abbildung 3.2 und Tabelle 5.2).

Erhdhte Konzentrationen an Plasmaglukose nach 2 Stunden erwiesen sich
auch bei der Clamp-Untergruppe (Wildtyp TT, 5.55 + 0.17; heterozygote Trager
des Polymorphismus TC, 5.46 £ 0.11; homozygote Trager des C-Allels CC,
6.27 £ 0.22; p (ANOVA) = 0.003, p (TX vs. CC) = 0.0007).

Dariber hinaus war dieser signifikante Zusammenhang bei der multiplen

Regressionsanalyse unabhangig von Geschlecht, BMI und Alter (p = 0.002).
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p = 0.03 (ANOVA)
| p = 0.008 (t-Test) —|
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Abbildung 3.2: Plasmaglukose 120 min (OGTT), einzelne Werte der
Probanden mit T-1645C-Polymorphismus (Mittelwerte
und das 95%-Konfidenzintervall sind in Form der Raute
wiedergegeben)
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Plasmainsulin

Als einziger der funf Polymorphismen zeigte der A-845G-Polymorphismus eine
Assoziation mit erniedrigten Insulinwerten nach 120 min im OGTT (s. Tabelle
5.1). Dieser Zusammenhang war auch nach Durchfihrung einer multiplen
Regressionsanalyse mit den Kovariaten Alter, Geschlecht und BMI signifikant (p
=0.02).

Freie Fettsduren im Plasma

Hinsichtlich der freien Fettsduren waren weder basal noch nach 2 Stunden im
OGTT Unterschiede zwischen den Genotypgruppen zu beobachten (s. Tabelle
5.1 und 5.2).
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3.2.3 Insulinsensitivitat

Die Insulinsensitivitat (berechnet als Insulinsensitivitatsindex ISI aus den Daten
des euglykdmischen hyperinsulinamischen Clamps) zeigte erniedrigte Werte
bei
Probanden mit dem Genotyp TX (p = 0.01 nach Anpassung an die Kovariaten
Geschlecht, BMI und Alter; s. Abbildung 3.3 und Tabelle 5.2).

homozygoten T-1645C-Polymorphismus-Tragern im  Vergleich zu

I p = 0.01 (t-Test)
| | ‘|
-1 o
' : :
-1 ,5—_ o oo .
S o2 :
i :%",. oo »
2,5 Se— H
4 0?2.\)3 <’§:>
5 8] i :
> ] o
O 3,51 . g
’ | [ ]
4 . . %
b [ J
4.5~ . : .
I I |
TT TC CC
Genotyp

Abbildung 3.3: Insulinsensitivitat (Clamp), einzelne Werte der
Probanden mit dem Polymorphismus T-1645C
(Mittelwerte und das 95%-Konfidenzintervall sind in
Form der Raute wiedergegeben)

Bei Betrachtung der Ubrigen vier SNPs ergaben sich keine Differenzen

zwischen Wildtypen und Polymorphismustragern (s. Tabelle 5.1).
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3.2.4 Glukosetoleranz

Wahrend die Polymorphismen an den Positionen -548, -697, -845 und -2069
keinen Einfluss auf die Glukosetoleranz hatten (s. Tabelle 5.1), fanden wir in
der Gruppe der homozygoten C-Allel-Trager an Position -1645 signifikant mehr
Probanden mit eingeschrankter Glukosetoleranz (Plasmaglukose nach 120 min
im OGTT zwischen 7.8 und 11.1 mmol/l; p = 0.01; s. Abbildung 3.4 und Tabelle
5.2).

p = 0.008 (ANOVA) ——

p= 0.01
| [ | (t-Test)

100% -

80% -

60% -

EIGT
E NGT

40% -

20% -

0% -
T TC

Genotyp

NGT = normale Glukosetoleranz
IGT = eingeschrankte Glukosetoleranz

Abbildung 3.4: Glukosetoleranz (OGTT)
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3.2.5 Insulinsekretion

Keiner der funf Polymorphismen lieB einen Zusammenhang mit der
Insulinsekretion erkennen. Weder bei der 1. noch bei der 2. Phase der
Insulinsekretion, die aus dem OGTT nach Stumvoll et al. geschéatzt wurden,
ergab sich eine Differenz zwischen den einzelnen Genotypgruppen (s. Tabelle
5.1 und 5.2).

3.3 Haplotyp-Analyse

Von insgesamt 32 mathematisch moéglichen Haplotypen detektierten wir 14 in
unserer Studienpopulation. Nur vier der ausgemachten Haplotypen (TGATG,
CTACG, TGACA und TGGTG) hatten eine Frequenz von Uber 5% (s. Tabelle
5.3).

Der haufigste Haplotyp (TGATG) wurde als Referenzwert fiir unsere Analysen
herangezogen und beinhaltete 83% der T-Allele an der Position -1645. Die
Mehrheit der C-Allele (95%) an der Position -1645 war in den zweit- und
dritthaufigsten Haplotyp aufgespalten. Der Haplotyp CTACG mit einer Frequenz
von 0.229 schloss 57% ein, der Haplotyp TGACA mit einer Frequenz von 0.115
38%.

Keiner der Haplotypen mit einer Haufigkeit von Uber 5% wies einen

signifikanten Zusammenhang mit BMI, Insulinsensitivitdt oder Glukosetoleranz
auf (s. Tabelle 5.3).

3.4 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Der EMSA wurde durchgefihrt, um die spezifische Bindung von

Transkriptionsfaktoren an veranderten DNA-Sequenzen durch den T-1645C-
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Polymorphismus zu beurteilen.

Interessanterweise enthalt der Wildtyp-Promotor des KCNAS3-Gens eine
CCAAT-Box an der Position -1645. Im mutierten Promotor wird die CCAAT-Box
durch Austausch des T-Allels durch ein C-Allel zu CCAAC. Um die
vermeintliche funktionelle Relevanz des Verlustes der CCAAT-Box zu
evaluieren, untersuchten wir, ob das C-Allel an der Position -1645 die Bindung
von nukledren Transkriptionsfaktoren an diese Promotorregion beeintrachtigt.

Die EMSAs wurden mit nuklearen Extrakten, sowohl aus C2C12-Zellen der
Maus, als auch aus menschlichen Myotuben, und mit den komplementaren
Oligonukleotidsonden durchgefiihrt. Die Sonden enthielten entweder ein T oder
ein C an der Position -1645 (5-AGAGTAGGTCCTAGCCAAT / CTTATATTT-
CTAGC-3"). Die Kernextrakte beider Zelltypen wurden zum einen aus
nichternen Zellen gewonnen, zum anderen aus Zellen nach Stimulation mit

Insulin, IGF-1 oder fetalem Kalbserum.

Der EMSA zeigte eine spezifische Bindung der nukledren Proteine an die
Oligonukleotidsonde mit dem C-Allel (s. Abbildung 3.5, Spuren 1 und 4), die
beim T-Allel nicht auftrat. Diese Bindung war spezifisch, da sie sich durch einen
30fachen molaren Uberschuss an unmarkierten ("kalten") C-Sonden hemmen
lieB (Spur 2), nicht jedoch durch einen 30fachen molaren Uberschuss an

unmarkierten T-Sonden (Spur 3).

Das Resultat suggeriert ein qualitativ unterschiedliches Bindungsverhalten der
Transkriptionsfaktoren an diese Promotorsequenz. Die spezifische Bindung war
bei beiden Zelltypen sowohl nach Stimulation mit Insulin als auch mit fetalem

Kalbserum reproduzierbar.
Die Abbildung 3.5 zeigt ein reprasentatives Gel mit Kernproteinen aus C2C12-

Zellen. Mit Kernextrakten aus menschlichen Myotuben wurden ahnliche

Ergebnisse erzielt, wenn auch weniger ausgepragt.

31



ERGEBNISSE

C T C T

123456 1.2 3 4 5 6

freie DNA- Probe

Spuren 1-3: Inkubation von Kernproteinen aus C2C12-Zellen
mit radioaktiv markierter C-Sonde (enthaltenes
C-Allel)

Spuren 4-6: Inkubation mit markierter T-Sonde

Spuren 2 und 5: Zugabe von unmarkierter C-Sonde in molarem
Uberschuss (30x)

Spuren 3 und 6: Zugabe von unmarkierter T-Sonde in molarem
Uberschuss (30x)

Spezifische Protein-DNA-Komplexe sind durch den Pfeil links im Bild
angezeigt.

Abbildung 3.5: EMSA
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4 Diskussion

4.1 Eigene Ergebnisse

Bei der Suche nach genetischen Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2 hat sich
das menschliche KCNA3-Gen als mdgliches Kandidatengen herausgestellt.

In der Promotorregion dieses Gens identifizierten wir in einer Subgruppe von 50
Probanden flinf Polymorphismen (T-548C, G-697T, A-845G, T-1645C und G-
2069A), deren Auswirkungen auf anthropometrische Daten, Glukosetoleranz,
Insulinsensitivitdt und Insulinsekretion in einer Kohorte von 552 Teilnehmern

untersucht wurden.

Keiner der funf Polymorphismen lieB eine Verbindung zu einer gestorten
Insulinsekretion erkennen. Dieses Resultat wird von der Tatsache bestatigt,
dass eine Expression des KCNA3-Gens in menschlichen Betazellen der
Bauchspeicheldrise nicht gefunden wurde (90). Somit scheint das KCNAS3-
Gen keine funktionell relevante Rolle bei der Insulinsekretion zu spielen.

Auch in Bezug auf anthropometrische Daten zeigte keiner der flnf Poly-

morphismen signifikante Unterschiede.

Die Polymorphismen G-697T und G-2069A wiesen keinerlei Assoziation mit
metabolischen Parametern auf, welche fir die Pathogenese des Diabetes
mellitus Typ 2 eine Rolle spielen. In univariaten Analysen war der T-548C-
Polymorphismus von reduzierten Nuchternglukosewerten begleitet, was aller-
dings nach Adjustierung fir den beobachteten Altersunterschied nicht mehr
signifikant war. Der Polymorphismus an der Position -845 ging mit erniedrigten
Insulinwerten nach oraler Glukosebelastung einher. Dieser Zusammenhang
schlug sich jedoch nicht in den Zielparametern Insulinsensitivitat und Glukose-

toleranz nieder.
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Diese vier Polymorphismen (T-548C, G-697T, A-845G und G-2069A) scheinen
den Ergebnissen zufolge keine Auswirkungen auf ein erhdhtes Diabetesrisiko

zu haben.

Der T-1645C-Polymorphismus (rs2821557) war mit reduzierter Insulin-
sensitivitdt und gestorter Glukosetoleranz assoziiert und scheint somit Einfluss
auf den Diabetes mellitus Typ 2 und den damit verbundenen metabolischen
Stérungen zu haben. Dieser Effekt trat nur bei homozygoten Tragern des C-
Allels an dieser Position auf und war nicht einem bestimmten Haplotyp
zuzuschreiben. Dies spricht dafir, dass die oben genannten Effekte auf den
Polymorphismus selbst und nicht auf einen Haplotyp (Kombination von
Polymorphismen) zurtckzufuhren sind. Dieser fehlende Haplotypeffekt kdnnte
jedoch auch der reduzierten statistischen Leistung zugeschrieben werden, denn
die C-Allel-Trager verteilten sich auf mehrere Haplotypen.

Um den Nachweis zu erbringen, dass der T-1645C-Polymorphismus
(rs2821557) zu einer veranderten transkriptionellen Aktivitat fahrt, wurde der
funktionelle Effekt der Allele T und C untersucht. Der Promotor des Wildtyps (T-
Allel) enthalt eine CCAAT-Box an der Position -1645, welche im mutierten (C-
Allel) Promotor verloren geht und zu CCAAC umgeformt wird.

Die CCAAT-Box ist eine weit verbreitete Bindungsstelle flr Transkriptions-
faktoren wie C/EBPs (CCAAT/enhancer binding protein), CUTL1 (cut-like 1) und
den nukledren Faktor Y. Der Ausfall der CCAAT-Box kdnnte zu einer
eingeschrankten Affinitdt oder sogar zu einem Verlust der Bindungsmaoglichkeit
solcher Transkriptionsfaktoren fuhren. Andererseits konnten dadurch an dieser
Stelle auch neue Bindungsstellen fir andere Transkriptionsfaktoren entstehen.
Der EMSA lieB ein spezifisches Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren
am synthetisierten Oligonukleotid mit C-Allel erkennen, dies legt nahe, dass der
Polymorphismus an dieser Stelle die Transkription des KCNA3-Gens und
infolgedessen die Funktion des Kv1.3-Kanals beeinflusst.

Weitere Informationen Uber die Funktionalitdt des Promotorpolymorphismus
kénnten mithilfe eines Supershift-Assay erzielt werden. Dabei kann durch die
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Zugabe von spezifischen Antikdrpern die Identitat des DNA-bindenden Proteins
festgestellt und folglich die Art der Auswirkung bestimmter Transkriptions-
faktoren ausgemacht werden. Diesen Sachverhalt zu untersuchen bedarf es

weiterer Studien.

4.2 Kv1.3 in der Literatur

4.2.1 Kv1.3 und Insulinsensitivitat

Mause, bei denen das KCNAS3-Gen inaktiviert wurde, haben ein signifikant
niedrigeres Korpergewicht als Kontrollmause Dieser Zusammenhang wurde in
einer Studie zur Untersuchung der physiologischen Rolle des Kv1.3-Kanals in
vivo nachgewiesen. Wahrend einer hochkalorischen Diat zeigten die Knockout-
Mause im Vergleich zu den Kontrollm&usen eine geringere Gewichtszunahme
bei im Normbereich bleibenden Blutzuckerwerten und relativ niedrigen
Insulinspiegeln. Die Reduzierung des Kdrpergewichts konnte in erster Linie auf
eine hdhere basale Metabolisierungsrate und Muskelarbeit zurtckgefihrt
werden und zeigt die Beteiligung des Kanals an der Regulierung der
Energiehomdostase (82, 88).

Eine Folgestudie untersuchte die Auswirkungen des Kv1.3-Kanals auf die
periphere Glukosehomdostase und Insulinsensitivitat. Die beobachteten
Knockout-Mause wiesen eine hohere periphere Insulinsensitivitat und
niedrigere Plasmaglukoespiegel auf. Auch bei pharmakologischer Blockade des
Kv1.3-Kanals mit Margatoxin (ein selektiv blockierendes Skorpiongift) bzw.
Kaliotoxin wurde eine gesteigerte Insulinsensitivitat beobachtet (89).

Dies deutet die direkte Einbeziehung des spannungsabhangigen Kaliumkanals
Kv1.3 in akute Veranderungen der Insulinsensitivitdt an und zeigt, dass der
Anstieg der Insulinsensitivitat nicht nur eine Folge niedrigeren Kdrpergewichts

und reduzierter Fettmenge ist.
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Der exakte Mechanismus, durch den die Funktion des spannungsabhangigen
Kaliumkanals den Glukosemetabolismus beeinflusst, ist noch nicht genau
geklart. Da der Kv1.3-Kanal eine Vielzahl von Expressionsgeweben wie die
Leber, den Skelettmuskel, das Fettgewebe und das Gehirn (88, 89) aufweist, ist
eine groBe Zahl mdglicher direkter und indirekter Mechanismen denkbar.

Als Mdglichkeiten far die verbesserte Insulinsensitivitdt kommen eine
herabgesetzte Glukoseproduktion in der Leber oder eine verstarkie
Glukoseaufnahme in Skelettmuskel und Fettgewebe in Frage. Jianchao Xu et
al. zeigten, dass die erhdhte Insulinsensitivitat groBtenteils durch die stimulierte
Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel und in das Fettgewebe erklart werden
kann (89).

4.2.2 Kv1.3 und Glukosetransport

Die Aufnahme von Glukose in die Zelle geschieht Uber das
Glukosetransportsystem. Die Glukosetransporter GLUT-1 und GLUT-4 sind fir
die Zuckeraufnahme in Muskel und Fett von besonderer Bedeutung. Ein
Anstieg des Glukosetransports kann zum einen durch Aktivierung schon in der
Plasmamembran verweilender Carrier geschehen, zum anderen durch
Translokation der Transportmolekille aus intrazellularen Speichern zur
Zellmembran (57).

Sowohl die Kv1.3-Defizienz als auch die Blockade des Kanals durch Margatoxin
flhren zu einer gesteigerten Translokationsrate von GLUT-4 und zu einer
erhéhten Glukoseaufnahme in das Fett- und Muskelgewebe (89).

Es fand sich eine insulinabhangige Inaktivierung des Kv1.3-Kanals durch
Phosphorylierung von Tyrosinresten, was sich in einer reduzierten Leitfahigkeit
des Kanals niederschlagt (8, 18, 19, 21). Bedingt durch den verminderten
Kaliumausstrom aus der Zelle erfolgt eine Depolarisation der Zellmembran, das
wiederum zur Ausschittung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern fuhrt.
Die erhdhte intrazellulare Konzentration an Kalzium lie3 in zellphysiologischen

36



DISKUSSION

Untersuchungen einen Zusammenhang mit einer erhdéhten Translokation von
GLUT-4 zur Plasmamembran erkennen, wobei der exakte Mechanismus, dem
dieser Vorgang unterliegt, noch nicht bekannt ist (47).

Als  funktionell relevanter Promotorpolymorphismus kénnte T-1645C
(rs2821557) durch eine Uberexpression an Kv1.3-Kanalen eine Zunahme der
aktiven Kanale in der Zellmembran verursachen und damit die Translokation
von GLUT-4 beeintrachtigen. Unter der Annahme einer gain-of-function-
Mutation wirde dies dann zu einer Herabsetzung der insulinstimulierten

Glukoseaufnahme und zu einer eingeschrankten Insulinsensitivitat fihren.

4.2.3 Kv1.3 und inflammatorische Zytokine

Frihere Studien beweisen, dass Adipozyten eine Reihe von Molekilen
sezernieren, unter anderem Leptin, Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin
6 (IL-6) und Resistin (58, 67). Die Hemmung des Kv1.3-Kanals in T-
Lymphozyten bewirkt eine verminderte Synthese von inflammatorischen
Zytokinen wie TNF-a und Interleukin 2 (6, 23, 50, 52). Durch pharmakologische
Blockade des Kanals konnte dieser Bezug fur TNF-a und IL-6 auch in
Adipozyten von diabetischen Mausen nachgewiesen werden (89).

TNF-a

Die TNF-a-Produktion ist wie im Tiermodell auch bei adipésen Menschen in
positiver Korrelation zu BMI und Hyperglykdmie deutlich erhéht (32, 33).

Viele Studien deuten darauf hin, dass TNF-a in Adipozyten von Menschen und
M&ausen mit dem Signalweg des Insulins durch Blockade der Tyrosinkinase-
Aktivitét interferiert. Die Tyrosinkinase wird durch Serinphosphorylierung von
Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS-1) in inrer Aktivitét eingeschrankt (32, 37, 51, 63).
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Eine bedeutsame Rolle hierbei kdnnte die JNK (c-Jun NHa-terminale Kinase)
spielen, die zu der Familie der MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) zahlt
und durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a aktiviert wird (91). Die JNK
ist bei Adipositas vermehrt wirksam und die Blockade des Kv1.3-Kanals mit
Margatoxin fohrt zu einer herabgesetzten Aktivitdt der Kinase in Zellen von
Mausen (31, 89). Im Tiermodell vermittelt die JNK die Phosphorylierung des
Serinrestes 307 von IRS-1 (Ser®”, entspricht Ser®'? beim Menschen), die an
dieser Stelle das Zusammenspiel zwischen der PTB (Phosphotyrosinbindung)-
Domane und der katalytischen Einheit des Insulinrezeptors stért (1).

Allerdings zeigten nachfolgende Untersuchungen, dass die TNF-a-vermittelte

Phosphorylierung von Ser®®’

nicht Gber eine Aktivierung der JNK geschieht.
Welche anderen Kinasen bei diesem Vorgang die vermitteinde Rolle
Ubernehmen ist noch nicht geklart. Méglicherweise kénnte die MEK1 (MAPK-

/ERK-Kinase) eine Rolle spielen (68).

Anderen Ergebnissen zufolge fuhrt TNF-a nicht wie zuvor beschrieben zu einer
Modifikation der IR-Autophosphorylierung, sondern zu einer Hemmung des
Insulinsignals auf Ebene der Phosphatidylinositol-3-Kinase (P-13-K) (51). Haring
und Mitarbeiter zeigten eine Regulierung auf Ebene der Phosphotyrosin-
Phosphatase (45).

IL-6

IL-6 wird in vivo in groBen Mengen vom Fettgewebe sezerniert. Produktion und
systemische Konzentration steigen mit dem Grad der Adipositas an (58). Die
Plasmakonzentrationen an IL-6 sind bei adip6sen Menschen im Vergleich zur
Kontrollgruppe um das zwei- bis dreifache erhdéht und mit erhdhter
Plasmaglukose, erniedrigter Glukosetoleranz und reduzierter Insulinsensitivitat
assoziiert (41, 65). Eine neuere prospektive Studie ergab, dass zirkulierendes
IL-6 mit dem Risiko, einen Diabetes mellitus Typ 2 zu entwickeln korreliert,

unabhangig vom Korperfettanteil (66).
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Auf menschliche Adipozyten Gbt IL-6 langfristig eine Herabregulierung der
Gentranskription von IRS-1, GLUT-4 und PPARy aus, wohingegen eine
transiente Erhdhung an systemisch zirkulierendem IL-6 keinen Einfluss auf die
Glukosehombostase zu haben scheint (67, 74). Folge der verminderten
Gentranskription ist eine gestérte Vermittlung des Insulinsignals durch die
reduzierte Proteinexpression von IRS-1 und die dadurch resultierende
beeintrachtigte Tyrosinphosphorylierung von IRS-1. Vereinbar mit der
verminderten Produktion an GLUT-4-mRNA ergibt sich eine verringerte
Glukoseaufnahme in die Zelle. Senn et al., die die Rolle von IL-6 auf
Hepatozyten untersuchten, kamen zu dem Ergebnis, dass IL-6 mit dem
Insulinsignalweg sowohl proximal als auch distal interferiert und zudem die
insulininduzierte Glykogensynthese hemmt. In einer folgenden Studie wurde als
moglicher Vermittler der IL-6-Wirkung die Familie der suppressors of cytokine
signaling (SOCS) identifiziert (70, 71).

Alternativ zu einem direkten Effekt an Skelettmuskulatur und Fettgewebe ware
auch denkbar, dass die Blockade des Kv1.3-Kanals durch die verminderte
Produktion an TNF-a und IL-6 durch Adipozyten zu einer verbesserten Insulin-
sensitivitat fahrt.

Entsprechend der Funktion des Kv1.3-Kanals, das Ruhemebranpotenzial
aufrechtzuerhalten, ware es vorstellbar, dass die Zytonkinsynthese und
-sekretion mittels veranderter intrazellularer Kalziumkonzentration gelenkt wird.
Die Abnahme der Sekretion von IL-6 und TNF-a kénnte fir die herabgesetzte
Aktivitat der JNK verantwortlich sein. Andererseits koénnte auch die
Kalziummenge in der Zelle durch noch nicht bekannte Mechanismen auf die
Aktivitat der Kinase Einfluss haben.
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Abbildung 4.1: Zellulare Mechanismen der erhohten Glukoseaufnahme
bei Blockade des Kv1.3-Kanals (die Pfeile zeigen Zunahme
und Abnahme der Aktivitat an) (modifiziert nach (89)).

4.2.4 Effekte auf das Riechsystem

Zusatzlich zu den metabolischen Konsequenzen der gestdérten Funktion des
Kv1.3-Kanals fand sich bei Knockout-Mausen ein ,super-smeller“-Phanotyp.
Dieser ist charakterisiert durch eine signifikant herabgesetzte Schwelle fir die
Wahrnehmung von Gertchen und durch eine vermehrte Fahigkeit ahnliche
Geriche zu diskriminieren (20). Eine jlingste Studie untersuchte die
Auswirkungen des T-1645C-Polymorphismus (rs2821557) im KCNA3-Gen auf
den Geruchssinn bei gesunden Probanden (25). Dabei konnte festgestellt
werden, dass Trager des Polymorphismus eine eingeschrankte Riechfunktion
aufweisen und diese von minimalen Anderungen der Glukosekonzentration
abhangig zu sein scheint.

Fadool et al. beschrieben in Neuronen des Bulbus olfactorius eine insulin-
abhangige Phosphorylierung von Tyrosinresten des Kv1.3-Kanals mit daraus
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resultierender Inaktivierung der Kanalfunktion (21). Weiterhin zeigte eine
Verstarkung des Insulinsignals im Gehirn eine Assoziation mit peripherer
Insulinresistenz, beeintrachtigtem Glukosemetabolismus und Adipositas (10,
81). Diese Daten lassen einen Zusammenhang zwischen den Auswirkungen
des Kv1.3-Kanals auf Gewicht und Glukosemetabolismus und der Insulin-

wirkung im ZNS vermuten.

Eine gain-of-function-Mutation im KCNA3-Gen konnte fir die herabgesetzte
Riechfunktion verantwortlich sein. Derartige Effekte waren in der Lage, das
Essverhalten und die Energiehomdbostase zu beeinflussen. Es bedarf weiterer
Untersuchungen, um festzustellen, inwiefern genetische Veranderungen im
KCNA3-Gen mit den Effekten auf das olfaktorielle System und die

Glukosehomoostase assoziiert sind.

Daten zu den Auswirkungen auf den Geruchsinn sind in unserer
Studienpopulation nicht verfligbar. Da keiner der Polymorphismen in unserer
Studie einen Effekt auf das Gewicht und den BMI verzeichnete, erscheint ein
direkter Zusammenhang der Wirkungen des Kanals in diesen Organsystemen
(Skelettmuskulatur, Geruchsinn, Gewichtsregulation) eher unwahrscheinlich.

4.3 Schlussfolgerung

Entsprechend den Daten im Tierversuch lassen die Ergebnisse dieser
Untersuchung einen Zusammenhang zwischen dem T-1645C-Polymorphismus
(rs2821557) in der Promotorregion des KCNA3-Gens mit erniedrigter
Insulinsensitivitdt und gestorter Glukosetoleranz erkennen. Dies legt eine
Assoziation genetischer Varianten im KCNA3-Gen mit Diabetes mellitus Typ 2

nahe.

Es waére denkbar, dass eine gain-of-function-Mutation Uber eine erhéhte
Aktivitdt des spannungsabhangigen Kaliumkanals Kv1.3 zu derartigen Ver-
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anderungen im Glukosemetabolismus fuhrt. Die genauen Mechanismen sind
bislang allerdings unklar. Der Kv1.3-Kanal scheint sowohl Uber Auswirkungen
auf den Glukosetransport in insulinsensitive Zellen als auch Uber Ver-
anderungen der Zytokinsynthese und -sekretion und Modifikationen des

Geruchssinnes einen Einfluss auf die Glukosehomodostase zu haben.

Das menschliche KCNA3-Gen stellt demzufolge ein potenzielles Kandidatengen
bei der Suche nach genetischen Ursachen des Typ-2-Diabetes dar, und es
bedarf weiteren Untersuchungen, die zugrunde liegenden Mechanismen zu

klaren.
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6 Zusammenfassung

Der spannungsabhdngige Kaliumkanal Kv1.3 (KCNA3) kann in vielen
verschiedenen Geweben einschlieBlich der insulinsensitiven Gewebe
Skelettmuskel, Fettgewebe, Leber und Gehirn nachgewiesen werden. Im
Tiermodell wiesen die Knockout-Mause ein reduziertes Kdrpergewicht, eine
erhéhte Insulinsensitivitat, eine gesteigerte Glukosetoleranz und zusatzlich
dazu einen ,super-smeller-Phanotyp“ mit niedrigerer Wahrnehmungsschwelle
und verbesserter Diskriminationsfahigkeit fir GerlGche auf. Diese im
Tierversuch erhobenen Daten lassen eine bedeutende Rolle des Kv1.3-Kanals
in der Glukosehomdostase des Menschen mit wesentlichem Einfluss auf die

Insulinsensitivitat und Glukosetoleranz vermuten.

Im Rahmen der Tibinger Familienstudie fiir Diabetes mellitus Typ 2 (TUF)
wurde bei 50 Nichtdiabetikern ein etwa 4.5 kb groBer Teil des Chromosom 1
sequenziert und auf vorhandene Mutationen im KCNAS3-Gen geprift. Die dabei
identifizierten SNPs wurden im Folgenden mittels einer Genotyp-Phanotyp-
Assoziationsstudie in einer Kohorte von 552 Probanden bezlglich ihrer
funktionellen Relevanz im Glukosemetabolismus untersucht. Die 552 nicht an
Diabetes mellitus erkrankten Probanden wurden mithilfe des oralen
Glukosetoleranztests, eine Untergruppe von 304 Probanden zusatzlich mit dem
hyperinsulindmischen euglykamischen Clamp in Hinsicht auf Glukosetoleranz

und Insulinsensitivitat getestet.

In der Promotorregion des KCNA3-Gens identifizierten wir finf SNPs (T-548C,
G-697T, A-845G, T-1645C und G-2069A) mit einer Frequenz des seltenen
Allels von jeweils 26, 23, 9, 41 und 16%. In Bezug auf anthropometrische Daten
und Insulinsekretion lieB keiner der funf Polymorphismen eine Verbindung
erkennen. Die Polymorphismen T-548C (rs2840381), G-697T (rs2821555), A-
845G (rs7528937) und G-2069A (rs3762379) zeigten auch beziglich der

Zielparameter Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz keine signifikanten
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Unterschiede. Der T-1645C-Polymorphismus (rs2821557) ging mit reduzierter
Insulinsensitivitdt und eingeschrankter Glukosetoleranz einher: Wir fanden das
-1645C-Allel assoziiert mit einer erhéhten Plasmaglukose im 2-Stunden-OGTT
(p = 0.08), unabhangig von Geschlecht, BMI und Alter (p = 0.002) und einer
eingeschrankten Insulinsensitivitat (p = 0.01 bei CC vs. TX, nach Anpassung an
die Kovariaten Geschlecht, BMI und Alter). Zusatzlich lieBen funktionelle
Analysen in vitro mithilfe des EMSAs ein verdndertes Bindungsverhalten von

Transkriptionsfaktoren am synthetisierten Oligonukleotid mit C-Allel erkennen.

Eine gain-of-function-Mutation im KCNA3-Gen kdnnte durch eine erhdhte
Aktivitat des Kv1.3-Kanals zu oben beschriebenen Veranderungen im Glukose-
metabolismus fuhren. Die genauen Mechanismen sind bislang allerdings unklar.
Laut bisheriger Studien scheint die Aktivitat des Kv1.3-Kanals sowohl auf den
Glukosetransport in insulinsensitive Gewebe als auch auf die Zytokinsynthese

und -sekretion und den Geruchssinn Einfluss zu haben.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Studie nahe, dass das
menschliche KCNA3-Gen ein potenzielles Kandidatengen bei der Suche nach
genetischen Ursachen des Typ-2-Diabetes darstellt. Nun ist es daran, die
zugrunde liegenden Mechanismen zu klaren und das KCNA3-Gen weiter zu
erforschen, um die Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2 besser verstehen und

frihzeitiger eingreifen zu kdnnen.
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7 Anhang

7.1  Abkirzungsverzeichnis

3-UTR
5-UTR
A-845G
ANOVA
BMI

BZ
CDKAL1
C/EBP
CUTL1
DNA
EMSA
ERK
FCS
FFA
FTO
G-2069A
G-697T
GIR
GLUT
HHEX
IGF-1
IGT

IL-6

IR

IRS

ISI

[Slest

3’-nicht-kodierender Bereich
5’-nicht-kodierender Bereich

SNP im KCNA3-Gen an der Position -845
Analysis of Variance

Body-Mass-Index

Blutzucker

CDKS5 regulatory subunit associated protein 1-like 1-Gen
CAAT/enhancer binding protein

Cut-like 1

Desoxyribonukleinsaure

Electrophoretic mobility shift assay
Extrazellular regulierte Kinase

Fetales Kalbserum

Freie Fettsauren

Fat mass and obesitiy associated-Gen
SNP im KCNA3-Gen an der Position -2069
SNP im KCNA3-Gen an der Position -697
Glukoseinfusionsrate

Glukosetransporter

Human hematopoietically expressed homeobox-Gen
Insulin-like growth factor 1

eingeschrankte Glukosetoleranz
Interleukin 6

Insulinrezeptor

Insulinrezeptorsubstrat
Insulinsensitivitatsindex

Insulinsensitivitatsindex aus OGTT geschatzt nach Matsuda
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JNK
KCNAS3

KIR6.2
Kv(1.3)
LBM
MAPK
MEK1
mRNA
NCBI
NGT
OGTT

p

PCR
PI-3-K
PIPD 1&2
PKA
PKB/Akt
PKC
PPARy
PTB
RAS
SEM
Ser
SGK1
SHC
SLC30A8
SNP
SOCS
T-1645C
T-548C
TCF7L2

c-Jun NHx-terminale Kinase

Potassium voltage-gated channel, shaker-related
subfamiliy, member 3-Gen
einwartsgleichrichtender Kaliumkanal 6.2
spannungsabhangiger Kaliumkanal (1.3)
Lean-Body-Mass

Mitogen aktivierte Proteinkinase
MAPK/ERK-Kinase 1
messenger-Ribonukleinsaure

National Center for Biotechnology Informations
normale Glukosetoleranz

oraler Glukosetoleranztest

p-Wert

Polymerase Chain Reaction
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol dependent protein kinase 1&2
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Peroxisomen Proliferator aktivierter Rezeptor Gamma

Phosphotyrosinbindung

Rat sarcoma protein
Standardfehler des Mittelwertes
Serin

Serumglukokortikoidkinase 1
adaptor protein with src-homology

Solute carrier familiy 30 (zinc transporter), member 8-Gen

Single Nucleotide Polymorphism
Suppressors of cytokine signaling

SNP im KCNA3-Gen an der Position -1645
SNP im KCNA3-Gen an der Position -548
Transcription factor 7-like 2-Gen
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THESIAS Testing Haplotype Effects In Association Studies

TNF-a Tumornekrosefaktor a

TPI Tetrapolare Impedanzmessung
TUF Tibinger Familienstudie

WHR Waist-to-hip-ratio
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