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Einleitung

1 Einfihrung

Diabetes mellitus stellt eine Gruppe metabolisdBrankungen dar, die durch hohe Plas-
maglukosekonzentrationen charakterisiert sind uper 100 Millionen Menschen weltweit
betreffen (84). In Uber 90 % der Falle liegt einpI3+Diabetes (NIDDM) vor. Er ist durch
eine Insulinresistenz der peripheren Gewebe unspiéteren Stadien zusatzlich durch eine
Insulinsekretionsstorung (relatives Insulindefizit)arakterisiert (53). Man geht davon aus,
dass sowohl Gene als auch so genannte ,Umweltakt@n der Entstehung dieser multifak-
toriellen Erkrankung beteiligt sind (21). Aul3erdésh der Typ-2-Diabetes positiv mit einer
Reihe von Krebserkrankungen assoziiert (160). Ingéfalen soll auf die erblichen und
~umweltbedingten Faktoren und die mit Typ-2-Diadetassoziierten Krebserkrankungen

eingegangen werden.

2 Allgemeine Risikofaktoren des Typ-2-Diabetes

Zahlreiche Risikofaktoren konnten fir den Typ-2{iEtes bereits identifiziert werden. Vor
allem stellt eine kalorienreiche Uberernahrung eiRésikofaktor fiir den Typ-2-Diabetes dar
(125). Der zentrale Fettverteilungstyp, definidg Quotient Taillen- / Huftumfang >1,0 bei
Mannern und >0,85 bei Frauen, korreliert stark aeitn Typ-2-Diabetes (32;126). Aufgrund
experimenteller Studien, die zeigten, dass korgesliAktivitat die Insulinresistenz reduziert,
ist Bewegungsmangel auch als Risikofaktor fiir dgp-Z-Diabetes anzusehen (77). Niedri-
ges Geburtsgewicht konnte mit Typ-2-Diabetes im d&otgenenalter assoziiert werden
(57;94). Auch Medikamente wie Steroide, Diuretikal tAntihypertensiva kdnnen durch Ein-
schrankung der Insulinsekretion zur Manifestatioreg Typ-2-Diabetes beitragen (50). Da
die Inzidenz des Typ-2-Diabetes mit steigendemrAdtenimmt, stellt ein erhdhtes Alter ei-
nen weiteren Risikofaktor flr den Typ-2-Diabetes. deuch das weibliche Geschlecht pra-
disponiert verstarkt zu Typ-2-Diabetes, wenn zusior Gestationsdiabetes vorlag (111). Die
ethnische Herkunft beeinflusst ebenfalls das RjstkoTyp-2-Diabetes zu erkranken, da sich
die Typ-2-Diabetes-Pravalenz in verschiedenen Be&vihgen stark unterscheidet (87;167).
Ein Nikotinabusus schrankt die Insulinwirkung akurt und ist mit einer Insulinresistenz und
einer Hyperinsulinamie assoziiert (7;40;47;127)h&aist Rauchen als ein bedeutsamer Risi-

kofaktor fir den Typ-2-Diabetes anzusehen. Es l@anth gezeigt werden, dass Virusinfek-



tionenzur Zerstorung voi-Zellen des Pankreas fuhren kénnen und dadurchedapaller-

dings meist einen Typ-1-Diabetes, induzieren (85)11

3 Erbliche Aspekte des Typ-2-Diabetes

Durch Zwillingsstudien (123) und das Vorkommen fi@ner Haufungen (48) wurde deut-
lich, dass nicht nur ,Umweltfaktoren“, sondern awrhliche Aspekte fur die Entstehung des
Typ-2-Diabetes von Bedeutung sind. Der Typ-2-Diabas$t Uberwiegend eine multifaktoriel-
le, polygene und genetisch heterogene Erkrankusg hdil3t, dass verschiedene Gene in un-
terschiedlichen Populationen die Anfalligkeit im&mn durch weitere allgemeine Risikofakto-
ren bestimmten Kontext beeinflussen (3;93). Es gilbch auch erbliche Typ-2-Diabetes-
Erkrankungen wie z. B. die diversen Formen des htgtwnset diabetes of the young
(MODY) (150).

Verschiedene chromosomale Positionen konnten dgedomweite Kopplungsanalysen mit
Typ-2-Diabetes in Verbindung gebracht werden. Sugziétatsloki fur den Typ-2-Diabetes
wurden bereits bei Amerikanern mexikanischen Unsgsu(35;35;59;59), der schwedisch
sprechenden Bevoélkerung von Botnia in Finnland ,(9®nischen Geschwisterpaaren mit
Typ-2-Diabetes (54), Franzosen (152), amerikaisdRima-Indianern (61), Utahs nordeu-
ropaischen Ursprungs (38), kanadischen Eingebor@@giCree) (70), Patienten ashkenazi-
judischer Herkunft (122), Skandinaviern (120) whéhesischen Han (98) lokalisiert. In die-
sen Suszeptibiliatsloki werden durch Positionsldamig Gene identifiziert, die fur den Typ-
2-Diabetes relevant sein konnten. Ein Beispield8PN10 (MIM# 605286 (113)), das die
Zystein-Protease Calpain-10 kodiert. Dieses Gagi def Chromosom 2 im Bereich q37.3 im
NIDDM1-Lokus und wies bei mexikanischen Amerikanermit Typ-2 Diabetes krankheitsas-
soziierte Mutationen auf (59;72;72;72). Ein HocikasHaplotyp dieses Gens, bestehend aus
UCSNP-43, -19 und -63, zeigte in verschiedeneni&tudssoziationen mit einem erhdhten
Typ-2-Diabetes-Risiko (72).

3.1 Strategien zur Erforschung der Genetik des muifaktoriellen Typ-2-Diabetes
Neben Untersuchungen an Tiermodellen, z. B. IRS@cKrout Mausen oder funktionellen

Studien, dienen unter anderem der Kandidatengetzansd molekulargenetische Assoziati-

onsstudien der Erforschung der Genetik des Typdbé€ies.



3.1.1 Kandidatengen-Ansatz

Kandidatengene sind Gene, bei denen aufgrund beleannten oder vorhergesagten Eigen-
schaft (Funktion, Expressionsmuster, chromosomalealisation oder Strukturmotiv) eine
Beteiligung an der Pathogenese einer Krankheit wernwerden kann. Die Mutationssuche
in Kandidatengenen hat das Ziel, Sequenzveranderung identifizieren, die ausschlief3lich
oder gehauft bei Erkrankten auftreten. Eine solBksoziation deutet auf eine urséchliche
Beteiligung der Mutation an der jeweiligen Erkranguhin. Ein Kausalzusammenhang wird
wahrscheinlicher, wenn die Mutation zu einer Am#éwaganderung flhrt, insbesondere in
konservierten und daher vermutlich funktional wigah Bereichen des Proteins. Eine Muta-
tion kann dann als krankheitsverursachend integsteverden, wenn sie zum Abbruch der
Proteinsynthese fluhrt, z. B. Stop-Mutationen odestimmte Insertionen und Deletionen. Ei-
nige Polymorphismen und Sequenzvariationen in robigh Typ-2-Diabetes-Kandidaten-
genen wie z. BPPARG (4), PPPIR3A (60), AKT1 (101),INS (75), NEUROD1 (100), RSTN
(114), IKBKB (103),K(IR) (131), SUR (64), IRSL (142),IR2 (162) undAmylin-Gen (132)
wurden bereits auf ihre Assoziation mit Typ-2-Disdseund damit verbundenen Phanotypen
untersucht. In dieser Arbeit wird insbesondereRRARG und PPP1R3A naher eingegangen.

Die Peroxisomen-Proliferation-Aktivierten Rezeptoren (PPAR)

Das GenPPARG auf Chromosom 3 in der Bande p25 kodiert fur PRygRyma (MIM#
601487 (113)), einen nuklearen Rezeptor, der dendkription von Genen induziert, die fur
Insulinempfindlichkeit, Adipozytendifferenzierungnai Entziindung verantwortlich sind (86).
Verschiedene Mutationen in diesem Gen konnten wytd-Diabetes in Zusammenhang ge-
bracht werden. Die wichtigste Sequenzvariation isseim Gen ist der Prol2Ala-Polymor-
phismus. In verschiedenen Studien konnte gezeigleme dass ein erhdhtes Typ-2-Diabetes-
Risiko mit dem haufigeren Prolin-Allel assoziiest (4;34;62;97;105).

Die glykogen-assoziierte Form der Protein Phosphase 1 PPP1R3A)

Das GenPPP1R3A auf Chromosom 7 im Bereich q11.23-g21.11 kodiertdie glykogen-
assoziierte Form der Protein Phosphatase 1 (MIMI®96D (113)). Dies@immt Funktionen
im Glykogenstoffwechsel wahr. Verschiedene Polyrhmmen in diesem Gen konnten mit
Insulinresistenz bzw. Typ-2-Diabetes in Verbindgegpracht werden (60;69).



Durch die Identifizierung einer Familie européischédrsprungs, die an schwerer Insulinresis-
tenz litt und heterozygote Frameshift-Mutationerden GenerPPP1R3A und PPARG auf-
wies, konnten zudem Interaktionen zwischen dieseidem Genen nachgewiesen werden
(130).

3.1.2 Molekulargenetische Assoziationsstudien

Das Ziel molekulargenetischer Assoziationsstudgtres, durch den Vergleich einer Patien-
tenstichprobe mit einer altersgleichen Kontrollgrepein mit der Erkrankung verknipftes
genetisches Merkmal, z. B. einen DNA-Polymorphispausfinden. Untersucht werden die-
jenigen Gene, deren Produkte an der Entstehunirdekheit beteiligt sein kénnten. In mo-
lekulargenetischen Assoziationsstudien werden potpine Marker verwendet, die entweder
nahe am oder im Kandidatengen liegen. Diese Markiggsen selbst nicht krankheitsauslo-
send oder risikomodifizierend sein. Stellt sicheeAssoziation mit dem Krankheitsphanotyp
heraus, deutet dies auf eine ursachliche Sequéimenung in der Nahe hin, die mit dem
polymorphen Marker im Kopplungsungleichgewicht ti¢gR). Falsch positive Assoziationen
konnen u. a. dann entstehen, wenn erkrankte unghdesMenschen aus unterschiedlichen
genetischen Untergruppen der Bevolkerung stammaheDist es wichtig, dass sowohl die

Patienten als auch die Kontrollen aus gleichentigaien Subpopulationen stammen (139).

Molekulargenetische Assoziationsstudien kdnnen.zmB ausgewahlten Single Nucleotid

Polymorphismen (SNPs) durchgefuhrt werden. SNPd &mzelnukleotidaustausche im

menschlichen Genom, die mit einer Haufigkeit vomahaistens 1 % in der Population vertre-
ten sind. Sie sind folglich Positionen im Genonr, die mindestens zwei Varianten (Allele)
existieren, z. B. C oder G an Position X im Gen&m. Individuum kann homozygot fir C,

heterozygot und homozygot fur G sein. SNPs sirkbolierenden (Exons), nicht kodierenden
(Introns) oder in regulatorischen Genabschnittéallsiert. Sie kénnen z. B. durch Vergleich
eines DNA-Abschnittes von mehreren Individuen iiksidetektiert werden. Darunter ver-

steht man, dass ein Computerprogramm DNA-Sequeraen verschiedenen Sequenz-
Datenbanken vergleicht und die unterschiedlicheziledt identifiziert. Danach findet eine

experimentelle Validierung des SNPs statt. Hievlied untersucht, ob der Polymorphismus
in der zu untersuchenden Population tatsachlicldestens zwei Allele aufweist. Das Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI) W@yt tUber eine SNP-Datenbank
(dbSNP), die Anfang des Jahres 2003 4,1 MillionsPSenthielt (159).



4 Typ-2-Diabetes und Krebserkrankungen

Typ-2-Diabetiker zeigen eine Komorbiditat bezigliGtebserkrankungen. Sie weisen erhohte
Inzidenzen maligner Neoplasien des Pankreas (2@;K38ons (73;88;161), Endometriums
(119;156), der Brust (133;156), der Leber und #bheien Gallenwege (65;89), der Niere
(27;106) und des Osophagus (91) auf. Dabei schignbeim Typ-2-Diabetiker vorliegende
Hyperinsulinamie das Tumorwachstum Uber IGF-1 auddin (140). Es ist denkbar, dass
Typ-2-Diabetes einerseits einen Risikofaktor fie d@ntwicklung des Pankreaskarzinoms
darstellt, aber auch infolge dieser Krebserkrankamigreten kann (44). Kolonkarzinome und
Typ-2-Diabetes teilen viele Risikofaktoren (Adipsi, falsche Erndhrung etc.) und kénnten
deshalb vermehrt miteinander assoziiert sein (18@Q)dien belegen, dass Typ-2-Diabetes das
Brustkrebsrisiko besonders bei adiposen Frauerme(i83). Bei der Entstehung des hepato-
zellularen Karzinoms scheint Typ-2-Diabetes eink®igktor zu sein, der vor allem mit an-
deren Risikofaktoren wie beispielsweise Alkoholismaynergistisch wirkt (65). Zwischen
Typ-2-Diabetes und Prostatakarzinomen konnte afigedin einer Reihe von Studien eine
negative Assoziation nachgewiesen werden (55;1Z8; 3abei kdnnten erniedrigte Testoste-
ron- und IGF-1-Spiegel, aber auch genetische Faktdiir diesen Zusammenhang verant-

wortlich sein.

5 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit derrtBzierung erblicher Risikofaktoren fur
den Typ-2-Diabetes und der Ermittlung von mit Typi2betes in Zusammenhang stehender
Krebs-Risiken. Dabei wird das Design einer Fall-Kol-Studie verwendet (Typ-2-

Diabetiker und diabetesfreie Kontrollen).

Die erblichen Faktoren fur den Typ-2-Diabetes warda Rahmen einer molekulargeneti-
schen Assoziationsstudie durch Vergleich von Alleld Genotyphéaufigkeiten von SNPs bei
Typ-2-Diabetikern und Kontrollen untersucht. Esl st#finiert werden, welches SNP-Allel

bzw. welcher Genotyp mit einem erhéhten Risiko Typ-2-Diabetes vergesellschaftet ist.
Dabei wird auf der einen Seite eine Strategie mitBNA-Pools gewahlt, bei der ca. 1.560
genomweit verteilte SNPs analysiert werden. Aufalederen Seite werden finf in Kandida-
tengenen befindliche SNPs, die zum Teil in and&teidien bereits mit Typ-2-Diabetes asso-

ziiert waren, in unserer Studienpopulation bei pd&udienteilnehmer durch eine individuel-



le Genotypisierung auf ihre Relevanz hin analys@adurch soll geklart werden, ob Assozia-
tionen in der von uns untersuchten Population bigstsierden konnen. Alle molekulargeneti-
schen Analysen werden dabei von einer Hochdurct@atmtypisierungs-Einrichtung durch-

gefuhrt.

Bisher wurden vor allem Studien vero6ffentlicht, dimtersuchten, ob Typ-2-Diabetes-
Patienten haufiger an Krebs erkranken als Konteoipnen aus der Allgemeinbevolkerung.
Diese Arbeit soll dariiber hinaus untersuchen, abriivon Typ-2-Diabetikern im Vergleich
zu den Eltern der hier untersuchten Kontrollpopafatandere Inzidenzen im Bereich der
Krebserkrankungen aufweisen. Dies konnte ein Hiswaef erbliche Faktoren sein, die einer-
seits Risiken fur Typ-2-Diabetes-Erkrankungen utedchzeitig Krebserkrankungen modifi-

zieren.



Studienteilnehmer, Material und Methodik

1 Studienteilnehmer

Die Studie wurde nach positiver Begutachtung déikkbmmission der Medizinischen Fa-
kultat der Universitat Ttbingen durchgefihrt. Egdealje eine Patienten- und Kontrollgruppe

zusammengestellt.

Die Typ-2-Diabetesgruppe wurde im Diabeteszentrad Blergentheim tber die Studie auf-
geklart und um die Teilnahme an der Untersuchumgpige. Bei den Patienten des Diabetes-
zentrums lagen entweder akute Stoffwechselentgigesu oder chronische Diabetes-
Folgekrankheiten vor. Sie waren mindestens 18 Jalir&usétzlich mussten die Patienten
Kaukasier mitteleuropéischer Herkunft sein. Es wardeshalb aus Vereinfachungsgrinden
nur Patienten in die Studie eingeschlossen, delennEn Deutschland geboren waren. Der
Typ-2-Diabetes wurde nach den Kriterien der Inteomal Classification of Diseases (ICD-
10) definiert. Bei den an der Studie teilnehmendRatienten wurde im Arzt-Patienten-

Gesprach eine Anamnese erhoben. Es wurde Venatigenommen.

Die Kontrollgruppe wurde in der Blutspendezentrdbr Universitatsklinik Tubingen aus
Blutspendern zusammengestellt. Die untere Altersggeder an der Studie teilnehmenden
Kontrollpersonen lag bei 40 Jahren. Auch in die taligruppe durften nur Personen einge-
schlossen werden, deren Eltern beide in Deutschigtdren waren. AuRerdem musste si-
chergestellt werden, dass die Kontrollpersonentranohlyp-2-Diabetes oder an einer anderen
Diabetesform erkrankt waren. Dies wurde dadurché&elgistet, dass bei jeder Blutspende
die Blutglukosekonzentration Uberprift wurde. Awsen konnten durch die von uns durch-
gefuhrten HbAlc-Messungen etwaige Typ-2-Diabetigs der Kontrollgruppe ausgeschlos-
sen werden. Es wurde auch hier die Anamnese erhotzeBlut abgenommen.

Die Kontrollgruppe bestand aus 781 Personen, urat 380 Frauen und 391 Mannern. Die
Typ-2-Diabetesgruppe setzte sich aus 801 Studieatenern, namlich 398 Mannern und 403
Frauen zusammen. Insgesamt umfasste die Studi2 $tb8ienteilnehmer. Geschlechtsspe-
zifische Verteilung und Anzahl der Frauen und Manmaren in beiden Gruppen homogen.



Das Alter der Typ-2-Diabetiker reichte von 20,08 BD,35 Jahren. Die jungste Kontrollper-
son war 39,90 Jahre alt, die alteste 68,21 Jahee M2dian lag bei den Typ-2-Diabetikern
bei 62,25 und bei den Kontrollen bei 47,91 Jahsa.Altersverteilungen zeigten einen signi-
fikanten Unterschied (p <0,0001), der im Durchstttid,34 Jahre betrug.

Alter (Jahre)

[ ]
[ ]
20 -

ja nein

Typ-2-Diabetes?

Abbildung 1: Vergleich der Altersstrukturen der Typ-2-Diabetikund Kontrollen

Bei der Analyse der erblichelRaktoren wurden in die DNA-Pool-Untersuchungen j&ve
244 weibliche und 254 mannliche Typ-2-Diabetiked i¢ontrollen, das heil3t 498 Patienten
und 498 Kontrollen (996 Studienteilnehmer) mitedigen. Fir die individuelle Genotypisie-
rung von funf SNPs in Kandidatengenregionen wurideDINA aller Studienteilnehmer ver-

wendet.

Die Studienteilnehmer wurden zunachst in einemdmichen Arzt-Patienten-Gespréch tber
Art, Ablauf und Sinn der Studie aufgeklart. Hierdiente ein Informationsblatt, das den Stu-
dienteilnehmern bei Interesse ausgehandigt wurde.adschlielend schriftlich gegebene
Einverstandniserklarung konnte wéhrend der gesarStadie ohne Angabe von Griinden
zurickgezogen werden. Bei Teilnahmebereitschaft devueine Eigen- und Familien-
Anamnese durchgefihrt und zusammen mit krankheitssgchen Daten auf einem speziell
daflr erarbeiteten Fragebogen notiert. Der in di€sedie verwendete Fragebogen ist nach-

folgend dargestellt.
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FRAGEBOGEN DNA-UNTERSUCHUNG (BLUTSPENDER) NR.: [Z|U|__|__|__|_|

Blutabnahme/Urin: | | | | | | |
Q s. Datum links TIT MM J T
Serumgewinnung: | | | | | | |
U wie oben -
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O wie oben -
Einfrieren -80°C: | | | |
O wie oben J Y )
VOM BEHANDELNDEN ARZT AUSZUFULLEN: Dr. (fur Riickfragen)
Vater Geburtsland QD O Alter: Qlebt % |_i_| Jahre
Mutter Geburtsland QD Q Alter: QO lebt 0 |_|_| Jahre
Ow Om GroBe: cm Gewicht: kg
RR: / mmHg Taille: cm Hiftumfang: cm
Nikotinabusus: O nicht  Jahre: Zigaretten/Tag: St.
Spender niichtern?: Qja QO nein a2 Eigene Kinder: m w
5| ¢ | 5
Krebser- 8 gl “ g %. 2|8
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Abbildung 2: Fragebogen



2 Material

2.1 Gewinnung der Blutproben

Von jedem Studienteilnehmer wurde nach entsprearefdfklarung und Einwilligung eine

EDTA-Venenblutprobe abgenommen.

2.2 Verarbeitung der Blutproben

Die Weiterverarbeitung der Blutproben fand innebhabn 18 Stunden nach der Blutentnah-
me statt. Bis zur Aufbereitung wurden die Proben4bbis 8°C gelagert. Dann wurden die
EDTA-Venenblutréhrchen bei + 10°C und 2.000 Umdrejan pro Minute 10 Minuten lang

zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstandgigtiert. Die zellularen Bestandteile des
Blutes und das Plasma wurden in getrennte Prob&Rgedbgefullt und bis zum Abschluss
aller Laboranalysen bei — 80°C eingefroren. DiebBrowurden dabei mit einer fir jeden Stu-

dienteilnehmer spezifischen Nummer versehen undrdadanonymisiert.

3 Methodik

3.1 Molekulargenetische Assoziationsstudie

Die molekulargenetische Analyse der genomischegnaiphismen wurde bei einer indus-
triellen Hochdurchsatz-Genotypisierungs-EinrichtungAuftrag gegeben (Sequenom Inc.,
San Diego, CA, USA). Die nachfolgenden, in 3.1.4 ®il.7 beschriebenen Schritte wurden

von Sequenom ausgefuhrt.

3.1.1 Auswahl der genomischen Polymorphismen

In unserer Studie wurde eine von Braun et al. exislie genbasierte SNP-Landkarte mit
tber 100.000 verzeichneten SNPs fur die Auswahlo#ri.560 in Genregionen lokalisierten
SNPs herangezogen. Der Abstand dieser SNPs betrivedian 38 kb. Ein SNP wurde als in
einer Genregion liegend bezeichnet, wenn er infiediaes Exons, Introns oder maximal 10

kb davon entfernt lag. Die fiinf individuell genotyierten SNPs sind eine Auswabhl nicht-
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synonymer SNPs und Polymorphismen, die in poteiend{andidatengenen fur den Typ-2-

Diabetes lokalisiert sind.

3.1.2 Praparation der DNA-Pools

Die DNA der Studienteilnehmer wurde in vier Poadlsgebracht. Ein Pool umfasste mannli-
che Typ-2-Diabetiker, ein weiterer weibliche Tymabetiker. Der dritte Pool bestand aus
DNA mannlicher Kontrollen, der vierte aus weiblichi€ontrollen. Zunachst wurde die DNA
isoliert und gereinigt (PUREGENE™ Purification Kifpurch Fluoroskan Ascent® (Thermo
Labsystems, Franklin, MA) mit PicoGreen® Reagenziad Ausstattungen (Molecular Pro-
bes, P-7589) wurde die isolierte DNA quantitatistimamt. AnschlieBend wurde die DNA
zunachst zu einer Standardkonzentration verdunguinmolare Anteile der individuellen
DNA-Probe (83 pg pro Patient) wurden in ein SamRehktionsgefal? durch automatisiertes
Pipettieren (Hamilton ML2200 und Vivace) transferiaim sicherzugehen, dass eine kon-
stante Menge von jeder DNA-Probe in den Pool migieig. Der Pool (insgesamt 25 ng)

wurde gemischt und auf eine Arbeitskonzentratiom ¥ag{u verdunnt.

3.1.3 Individuelle Genotypisierung

Funf Polymorphismen in Kandidatengenregionen wurd@nindividuellen Genotypisierung
aller 1.582 Studienteilnehmer herangezogen. Hiesleden anstelle von DNA-Pools 2,5 ng
der DNA jedes Studienteilnehmers in die Analysgebracht.

3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In unserer Studie wurden fir alle Assays standi@rtiés PCR-Konditionen benutzt. Genomi-
sche DNA (25 ng, gepoolt bzw. individuell), eine ider Taqg-Polymerase (HotStarTaq,
Qiagen, Valencia, CA), 20@mol von allen dNTPs, 25 pmol des nichtbiotinyliertgenspe-
zifischen PCR Primers Nr. 1, 4 pmol des genspehiéis PCR Primers Nr. 2 und 10 pmol des
biotinylierten Universalsequenz-Primers wurdendés folgende Temperatur-Profil mit ein-
gebracht: initiale Denaturierung bei 95°C 15 Mimutang, gefolgt von 45 Zyklen von 95°C
fur 20 Sekunden, 56°C fur 30 Sekunden, 72°C fug8kunden. Zum Schluss fand ein finaler
Amplifikationszyklus Uber 3 Minuten lang bei 72°@ts.
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Die PCR-Produkte wurden immobilisiert, indem sié¢ &treptavidin-umhullte paramagneti-
sche Partikel (Dynal, Oslo) Uber den biotinylierteniversellen PCR-Primer aufgebracht
wurden. Dann wurde der Doppelstrang durctub0,1 M NaOH bei Raumtemperatur denatu-
riert. Nach der Entfernung der NaOH fand eine Naigation durch 10 mM Tris-HCI-L6sung
statt. Der anti-sense-Strang (nicht biotinylieryrde abgetrennt, so dass nur der sense-Strang
gebunden blieb. Die einzelstrdngigen PCR-Produkieden fir die Primer-Verldngerung
durch MasseEXTEND-Reaktionen verwendet (78).

3.1.5 MassEXTEND-Reaktion

Durch MasseEXTEND-Reaktionen wurden allelspezifisemedukte erzeugt: Der assayspezi-
fische anti-sense-Extensionsprimer wurde dem etrZggigen Template hinzugegeben. Er
hybridisierte neben dem zu genotypisierenden SNRE wurde mit Deoxynukleo-
tidtriphosphaten und einer DNA-Polymerase verlandes es durch den Einbau eines Dideo-
xynukleotidtriphosphates zum Abbruch der DNA-Systh&am. Entsprechend dem Allel des
SNPs wurden bei der MassEXTEND-Reaktion allelsjmctie Basen eingearbeitet.

Primer Extension-Reaktionen wurden in unserer $tddrch Triple-Terminator-Mixe durch-
gefuhrt. Die Assays wurden nach den SNP-spezifischenttigten Termination-Mixen
(ddACG, ddACT, ddAGT und ddCGT) gruppiert. Die tetReaktion von 1pl umfasste 1
Einheit Thermosequenase (Amersham PharmaciapM@es Terminatoren-Mixes und 20
pmol assay-spezifische Extensionsprimer. Alle Assayrden mit dem gleichen Temperatur-
profil durchgefuhrt, und zwar mit einer initialeneBaturierung bei 80°C fur 30 Sekunden,
gefolgt von 3 Zyklen bei 45°C fir 15 Sekunden u8C fur 1 Minute.

Durch eine Ammoniumhydroxid-Lésung wurden die Pri&tensions-Produkte von der
festen Tragersubstanz wieder geldst. Fur die négdride Massenspektrometrie wurden 15 nl
der Probe auf einen Silizium Chip (SpectroCHIP®)r 884 Elemente umfasst, durch eine
piezoelektrische Pipette aufgebracht (95).
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3.1.6 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Durch die Matrix-Assisted Laser Desorption/lonipatiTime-of-Flight-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS) konnte das exakte MolekulargewichédrdDNA-Probe gemessen werden
(10;20). Das Massenspektrometer beinhaltete eineniguelle, einen Massenanalysator und
einen Massendetektor. Die zu analysierenden Prdibendie einzelstrangigen Extensions-
Produkte, wurden mit einer Tragersubstanz (Mataix) einen MALDI-Probentrager (384-
Elemente-Silizium-Chip) als feste Phase nach elrestallisation eingetrocknet. Die feste
Matrix bestand aus niedermolekularen organischelekliten, welche die ultraviolette Strah-
lung stark absorbieren. Dann wurde der Probentriaggass Massenspektrometer eingebracht.
Die feste Matrix-Analyt-Mischung wurde fir Nanosekien unter Vakuumbedingungen
durch einen ultravioletten (337 nm) Laserpuls tastr Hierbei wurde der Analyt durch Ab-
sorption des Laserstrahls in einen ionisiertenfégasgen Zustand transformiert. Die Ana-
lytmolekile wurden durch das Spannungsfeld des &feggektrometers beschleunigt und in
den Massenanalysator gelenkt. Das Molekulargevdest Analyten wurde schliel3lich durch

eine Flugzeitanalyse bestimmt. Fur jeden SNP wuddenMessungen durchgefihrt (138).

3.1.7 Bestimmung der Allel- und Genotyphaufigkeiten

Die Allele des SNPs unterschieden sich durch diéirliehe Massendifferenz der komple-
mentar eingebauten Basen. Es waren drei Genotyymgjsresultate der einzelnen SNP-
Analyse mdoglich: Der Patient konnte homozygot fés @ine oder andere Allel sein oder es
lag Heterozygotie vor. Dies war durch Peaks anedésprechenden Masse in Dalton ersicht-
lich. Diese Massenspektren wurden mithilfe einerftigre (SPECTROTYPER®,
SEQUENOM) durch Basislinien-Korrektur, Peak-ldakation und Peak-Algorithmen bear-
beitet. Auf diese Weise wurde die Allelhaufigketwb Genotyphaufigkeit fur jeden SNP in
allen vier DNA-Pools bzw. individuell bei jedem Stenteilnehmer bestimmt (104;134;158).
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4 Berechnungen

4.1 Ermittlung der Allelfrequenzen in den DNA-Pools

Es wurde ein statistischer Vergleich der vier Al&lfigkeiten der SNPs in den vier DNA-
Pools durchgefuhrt. Aus den drei Messungen detiveta Allelhaufigkeit des jeweiligen

zweiten Allels (willkurlich definiert) der analysien SNPs wurde der Mittelwert gebildet.
Danach wurde aus der mittleren relativen Allelhgkeit die absolute Haufigkeit berechnet,
indem die relative Haufigkeit fur das zweite Alleit der Anzahl der Studienteilnehmer im
Pool multipliziert wurde. Die absoluten Haufigkeitéir das erste Allel wurden aus der An-
zahl der Studienteilnehmer und der absoluten Hkefigder zweiten Allele berechnet. Da
sich bei den absoluten Haufigkeiten Werte mit dehlZD befanden und die log odds ratios
berechnet werden sollten, wurde zu jeder absoldtarfigkeit die Zahl 0,5 addiert. Anschlie-

Rend wurden die log odds ratios durch die Formel

log(axd):(bxc)

a = absolute Haufigkeit des ersten Allels bei entrollen
b = absolute Haufigkeit des zweiten Allels bei #@mtrollen
¢ = absolute Haufigkeit des ersten Allels bei Bélien

d = absolute Haufigkeit des zweiten Allels bei @etien

berechnet.
Dann wurde der Chi-Quadrat-Test fir die absolutéuflgkeiten angewandt. Die Formel

lautet:

(axd—bxc)(atb+ctd)
(atc) (atb) (c+d) (b+d)

Hier wurden die absoluten Allelhaufigkeiten ohne Addition von 0,5 verwendet. Es wurde
angenommen, dass ein Chi>-Wert >3,84 auf dem 5%ikgnzniveau signifikant ist. Nun

wurden die p-Werte berechnet und der Grél3e nadietor

Aufgrund der Verteilung der log odds ratios, diehssignifikant von einer Normalverteilung
unterscheidet, war es sinnvoll, die Ausreil3er Zuagéiten, die durchaus ein einzelnes signifi-
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kantes Ergebnis darstellen konnen. Um die Ratdadsh Negativen zu kontrollieren, wurde
die Methode von Benjamini und Hochberg (14) vervetndHierdurch wurde eine neue

Schwelle durch die Formel

P(i)< (i:m) x g*

g*=0,05

P = p-Werte

M = Zahl der Hypothesen (1.561 analysierte SNPMinern, 1.559 bei Frau-
en)

festgelegt, was einer Bonferroni-Korrektur ahnlish Die einzelnen Assays waren dann als

signifikant zu werten, wenn ihre p-Werte kleines die neu erstellte Schwelle waren.

4.2 Individuelle Genotypisierung

Bei der statistischen Berechnung wurden alle dréglrohen Genotypen (homozygot Allel
Al, heterozygot, homozygot Allel A2) der Studieliehmer bertcksichtigt. Das prozentual
haufiger vorkommende Allel wurde als Allel Al, daozentual seltenere als Allel A2 defi-
niert. AnschlielRend wurde fur jeden Studienteilnehdie Haufigkeit des Allels A2 bestimmt
(0, 1 oder 2). Zur Berechnung der Signifikanz dutividuellen Genotypisierungsresultate
wurde als klassischer Assoziationstest der Chit-Tés Unabhangigkeit der Genotyp-
Haufigkeiten verwendet (129).

5 Statistische Analyse

Die Studienteilnehmer-Daten wurden mit den Programmvlicrosoft-Excel und Microsoft
Access erfasst. Die statistischen Berechnungengéegfo mithilfe des Computerprogrammes
JMP am Institut fur Medizinische Biometrie und Madische Informationsverarbeitung. Die

Diagramme wurden mit den Programmen Microsoft-Wdtdrosoft-Excel und JMP erstellt.
Die Ergebnisse der SNP-Analyse wurden durch die®&erung von p-Werten, odds ratios,

95%-Konfidenzintervallen und durch die Methode Benjamini et al. (14) und Sasieni

(129) auf Signifikanz hin gepruft.
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Zum Vergleich der Haufigkeitsverteilungen der anastisch erhobenen Krebserkrankungen
wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson verwe#detinterpretation wurden odds ratios
(relatives Risiko), p-Werte und 95%-Konfidenzintgie herangezogen. Alle Mittelwerte sind

als Median angegeben.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit 1. Art wurde aaf= 0,05 (tolerierbares Signifikanzniveau)

festgelegt. Dies entspricht einer 5%igen Irrtumswaleinlichkeit bzw. einer 95%igen Si-

cherheit.
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Ergebnisse

Tabelle 1 Uberblick tiber die Ergebnisse der Untersuchungatigemeinen Risikofaktoren

Risikofaktor

Typ-2-Diabetiker

Kontrollen

Alter (Jahre)

62,25 (Median)

47,91 (Median)

HbAlc

8,6 % (Median)

5,1 % (Median)

Systol./Diastol. Blutdruck

140/80 (Median)

120/80edian)

BMI

30,12 (kg/m?)

25,43 (kg/m?)

Fettverteilungsquotienty)

0,928 (Median)

0,926 (Median)

Fettverteilungsquotienty)

1,0 (Median)

0,942 (Median)

Nikotinabusus

14,86 %

21,64 %

1 Molekulargenetische Assoziationsstudie

1.1 Analyse der DNA-Pools

Fur die DNA-Pool-Untersuchungen von 996 Studiengdimern wurden bei den Mannern

1.561 und bei den Frauen 1.559 Uber das GenomreaisstSNPs herangezogen. Hierbei wur-

den die Allelhaufigkeiten dieser Polymorphismensakien den vier Pools verglichen.

In den nachfolgenden Abbildungen ist die Verteiluieg log odds ratios der Allelhaufigkeiten

dieser SNPs ersichtlich. Diese Verteilung weiclgngikant von einer Normalverteilung ab

und es sind Ausreil3er zu beobachten. Eine log oatits mit dem Wert 0 lasst den Ruck-

schluss zu, dass sich die Allelhaufigkeiten deselffenden SNPs zwischen den vier DNA-

Pools nicht signifikant voneinander unterscheidEnnédher die log odds ratios am Wert 1,0

bzw. — 1,0 liegen, desto signifikanter unterscheideeh die Allelhaufigkeiten in den vier

DNA-Pools.
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Mithilfe des Chi2-Tests wurden fur alle SNPs p-Véeberechnet. Dabei wurde ein statisti-
sches Signifikanzniveau von p <0,05 festgelegtddnMannergruppe wurde ein p-Wert <0,05
bei 50 der 1.561 SNPs beobachtet. Bei einem Skgmifiniveau von 5 % waren jedoch 78

SNPs als falsch positive Assoziationen zu erwarten.

Bei den Frauen unterschieden sich 66 SNPs in Wltethaufigkeit signifikant voneinander.
Dies sind bei 1.559 gemessenen SNPs 4,2 %. Es whegrauch hier 5 % falsch positive, das

heil3t 78 SNPs zu erwarten gewesen.

In der Verteilung der log odds ratios waren Auseei@rsichtlich. Durch Anwendung der sta-
tistischen Methode von Benjamini und Hochberg (ii)die Ausreil3er-SNPs zeigten bei den
Mannern 5 der 1.561 SNPs eine signifikant unteestifthe Allelh&aufigkeit in den DNA-

Pools. Bei den Frauen lag die Anzahl signifikar@8iPs bei 20. Drei dieser Ausreil3er-SNPs

waren sowohl in der Gruppe der Manner als aucteirGtuppe der Frauen signifikant.

Einen Uberblick tiber die 25 signifikanten Ausrei&&Ps gibt die nachfolgende Tabelle.

Tabelle 2 Signifikante SNPs nach der Korrektur durch dietivdele von Benjamini und
Hochberg (14)

m/w| SNPNr. | a| c| b| d Chi2 p odds ratig Schwelle

m FCH-2840( 91| 204163|50 | 103,23| 0,0000000Q 0,14 0,00003
m FCH-0762| 16522689 |28 | 41,32 | 0,00000000 0,23 0,00006
m FCH-2167| 24420710 |47 | 27,05 | 0,00000020 5,33 0,00010
m FCH-1407| 36| 77| 218177(19,13 | 0,00001220| 0,38 0,00013
m | FCH-2742| 191225(63 |29 | 15,34 | 0,00008960 0,39 0,00016
f FCH-1059| 14154 | 103|190|64,65 | 0,00000000 4,78 0,000083
f FCH-2507| 98 | 30| 146214|48,97 | 0,00000000| 4,73 0,00006
f FCH-0094 | 11149 | 133|195|35,74 | 0,00000000[ 3,30 0,00010
f FCH-2167| 161216(83 | 28 | 35,28 | 0,00000000 0,25 0,00013
f FCH-1814| 102 163|142|81 | 30,73 | 0,00000003 0,36 0,00016
f FCH-0332| 15496 | 87 | 148 30,54 | 0,00000003| 2,77 0,00019
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m/w| SNPNr. | a| c| b| d Chi2 p odds ratig Schwelle

f FCH-2045| 7 | 44| 237200|29,98 | 0,00000004| 0,14 0,00022
f FCH-2840| 177 123|67 | 121|25,23 | 0,00000051] 2,59 0,00026
f FCH-2388| 4 | 33| 240211|24,59 | 0,00000071| 0,12 0,00029
f FCH-1039| 144 192|100|52 | 22,02 | 0,00000271 0,39 0,00032
f FCH-1444| 15920085 |44 | 17,71 | 0,00002568 0,41 0,00035
f FCH-3069 | 6 29| 238215|16,28 | 0,00005458| 0,20 0,00038
f FCH-1193| 137493 | 107{151|15,92 | 0,00006603| 2,07 0,00042
f FCH-2415| 3 22| 241222|15,22 | 0,00009570| 0,14 0,00045
f FCH-0633| 57| 27| 18y217|12,94 | 0,00032129| 2,43 0,00048
f FCH-0501| 15511689 | 128/12,62 | 0,00038128| 1,92 0,00051
f FCH-2031| 221119323 | 51 | 12,49 | 0,00040951 2,551 0,000%5
f FCH-1863| 26 | 55| 218189|12,45 | 0,00041820| 0,41 0,00058
f FCH-1407| 69 | 37| 175207|12,34 | 0,00044312| 2,19 0,00061
f FCH-2368| 173205|71 | 39 | 12,02 | 0,00052687 0,47 0,00064

a = absolute Haufigkeit des ersten Allels bei dentkollen
b = absolute Haufigkeit des zweiten Allels bei #@&mtrollen
¢ = absolute Haufigkeit des ersten Allels bei dgp-Z-Diabetikern

d = absolute Haufigkeit des zweiten Allels bei dgp-2-Diabetikern

Fur die signifikanten SNPs wurden die in der obigabelle ersichtlichen odds ratios berech-
net. Bei einer odds ratio >1 ist davon auszugeti@ss das zweite Allel einen Risikofaktor fur
die Entstehung des Typ-2-Diabetes darstellt. Dettdfa um den die assoziierte Typ-2-
Diabetesanfalligkeit steigt, entspricht dem Went deéds ratio. Eine odds ratio <1 bedeutet,
dass das erste Allel als Risikofaktor anzusehenDist Kehrwert der odds ratio entspricht

dem Faktor, mit dem das assoziierte Typ-2-DiabRis#0o steigt.
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1.1.1 Assoziierte Polymorphismen in der Gruppe deManner

Die nachfolgende Tabelle veranschaulicht die fUNPS, die mit einem erhéhtehyp-2-

Diabetes-Risiko bei Mannern assoziiert waren.

Tabelle 3 Assoziierte Polymorphismen bei den Mannern

Polymor- Exon/ Chrom. As.sc.)zue_r.tes
SNP . Gen Chromosom o Risiko fur
phismus Intron Position T .
yp-2-Diabetes
FCH-2840 | Astatt G |BLZF1 Exon | 124 16697653% 7,14fach
FCH-2167 | G statt A |FADD Exon | 11g13.3 723811761 5,33fach
FCH-0762 | T statt C |HLA-B Exon | 6p21.3 313779411 4,35fach
FCH-1407 | T statt C |C210RF56 |Exon | 21g22.3 440880221 2,63fach
FCH-2742 | Astatt G |F5 Exon | 1923 167140404 2,56fach
1 steigend

1.1.2 Assoziierte Polymorphismen in der Gruppe defrauen

Allele von 20 SNPs kamen im Pool der weiblichen -Rypiabetiker signifikant haufiger vor

als im Pool der weiblichen Kontrollpersonen. Siedsin der nachfolgenden Tabelle ersicht-

lich.

Tabelle 4 Assoziierte Polymorphismen bei den Frauen

Assoziiertes

SNP Pol_ymor- Gen Exon/ Chromosom Chr_o_m. Risiko far
phismus Intron Position Typ-2-

Diabetes
FCH-2388 | Cstatt G |KIF4A Exon | Xgl13.1 65817941 1 8,33fach
FCH-2045 | C statt G | RBPSUH Exon | 9p13-p12 26581347 1 7,14fach
FCH-2415 | T statt C | RBPSUH Exon | 9p13-pl12 26582154 1 7,14fach
FCH-3069 | T statt C | AVPR2 Exon | X(g28 1473089491 5,00fach
FCH-1059 | Astatt C | MFGES Exon | 15025 85795781 1 4,78fach
FCH-2507 | Gstatt T |CYP1B1 Exon | 2p22-p21 38267021 1 4,73fach
FCH-2167 | Astatt G |FADD Exon | 11913.3 72381176 1 4,00fach
FCH-0094 | Cstatt T |ABL1 Exon | 9g34.1 124777252 3,30fach
FCH-1814 | Astatt G | STX7 Exon | 6023.1-23.2 132447796 2,78fach
FCH-0332 | G statt A |INPP5D Exon | 2g36-937 232121233 2,77fach
FCH-2840 | G statt A |BLZF1 Exon | 1924 166976535 2,59fach
FCH-1039 | Cstatt T | QINSQO Exon | 22q13.31 39574420 1 2,56fach
FCH-2031 | Astatt G | Q96GB2 Exon | 13q14.2 50343350 1 2,51fach
FCH-1444 | T statt G | PABPC3 Exon | 13q11-q12 236509731 2,44fach
FCH-1863 | Astatt G | SLC6A2 Exon | 16q12.2 46150757 1 2,44fach
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FCH-0633 | G statt C |FBN1 Intron | 15921.1 44339669 1 2,43fach
FCH-1407 | Cstatt T |C210RF56 |Exon | 21g22.3 44088022 1 2,19fach
FCH-2368 | Cstatt T |S9.C6A5 Exon | 11p15.2-p15.1 217610921 2,13fach
FCH-1193 | Astatt G | 095784 Exon | 19913.1 41004065 1 2,07fach
FCH-0501 | G statt A | QINUS7 Exon | 17921.33 482763671 1,92fach
1 steigend

1.1.3 Polymorphismen mit Assoziationen in beiden Gippen

Drei SNPs zeigten sowohl in der Gruppe der Mantseaiach in der Gruppe der Frauen signi-

fikante Unterschiede in ihrer Allelhaufigkeit unthd deshalb mit einem erhdhten Typ-2-

Diabetes-Risiko vergesellschaftet (siehe nachfalgerabelle).

Tabelle 5 Polymorphismen mit Assoziationen bei Mannern Erelien

Assoziiertes
SNP Pol_ymor- Gen Exon/ Chromosom Chrpm. Risiko fur
phismus Intron Position Typ-2-

Diabetes

FCH-2840 | 9: G statt A |BLZF1 Exon | 1924 1669765351 2,59fach

FCH-2840 |J: Astatt G |BLZF1 Exon | 1924 166976535 | 1 7,14fach

FCH-2167 | {: A statt G | FADD Exon | 11q913.3 72381176 |1 4,00fach

FCH-2167 |J: G statt A | FADD Exon | 11913.3 72381176 |1 5,33fach

FCH-1407 | Q: Cstatt T |C210RF56 |[Exon | 21g22.3 44088022 |1 2,19fach

FCH-1407 |J: T statt C | C210RF56 |Exon | 21g22.3 44088022 |1 2,63fach
1 steigend

1.2 Individuell genotypisierte SNPs

Zur weiteren Analyse wurden funf in Vorgangerstadigei anderen Ethnien mit Typ-2-
Diabetes assoziierte SNPs bzw. SNPs in Kandidateagmnen herangezogen. Es wurden
individuelle Genotypisierungen von allen 1.582 $tatkilnehmern fur diese funf SNPs
durchgefuhrt. Die SNPs befinden sich in den GepPirAX1 auf Chromosom 17 in der Bande
g22-923 (FCH-0033RPP1R3A auf Chromosom 7 in der Bande q11.23-q21(ECH-0460),
GPX1 auf Chromosom 3 in der Bande p21.3 (FCH-0912) RRARG auf Chromosom 3 in
der Bande p25 (GP03_ 016992114 und FCH-2383), dienpelle Kandidatengene fir den
Typ-2-Diabetes darstellen. Die Ergebnisse der iddellen Genotypisierung zeigt die

nachfolgende Tabelle.
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Tabelle 6 Resultate der individuellen Genotypisierung vdadblymorphismen

Anzahl des Absolute
SNP Geschlecht Genotyp | selteneren Status Haufigkeit
Allels A2
FCH-0033 f CcC 1 T2D 0
FCH-0033 f CcC 2 Kontrolle 5
FCH-0033 f CT 1 T2D 45
FCH-0033 f CT 1 Kontrolle 49
FCH-0033 f TT 0 T2D 304
FCH-0033 f TT 0 Kontrolle 328
FCH-0033 m CcC 2 T2D 3
FCH-0033 m CcC 2 Kontrolle 2
FCH-0033 m CT 1 T2D 34
FCH-0033 m CT 1 Kontrolle 45
FCH-0033 m TT 0 T2D 314
FCH-0033 m TT 0 Kontrolle 322
FCH-0460 f GG 0 T2D 289
FCH-0460 f GG 0 Kontrolle 327
FCH-0460 f TG 1 T2D 59
FCH-0460 f TG 1 Kontrolle 54
FCH-0460 f TT 2 T2D 3
FCH-0460 f TT 2 Kontrolle 2
FCH-0460 m GG 0 T2D 297
FCH-0460 m GG 0 Kontrolle 292
FCH-0460 m TG 1 T2D 57
FCH-0460 m TG 1 Kontrolle 69
FCH-0460 m TT 2 T2D 3
FCH-0460 m TT 2 Kontrolle 5
FCH-0912 f CC 0 T2D 172
FCH-0912 f CcC 0 Kontrolle 191
FCH-0912 f TC 1 T2D 142
FCH-0912 f TC 1 Kontrolle 158
FCH-0912 f TT 2 T2D 30
FCH-0912 f TT 2 Kontrolle 27
FCH-0912 m CC 0 T2D 171
FCH-0912 m CC 0 Kontrolle 187
FCH-0912 m TC 1 T2D 151
FCH-0912 m TC 1 Kontrolle 159
FCH-0912 m TT 2 T2D 32
FCH-0912 m TT 2 Kontrolle 20
GP03 016992114 AA 2 T2D 3
GP03 016992114 AA 2 Kontrolle 7
GP03 016992114 AG 1 T2D 66
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GP03 016992114 AG 1 Kontrolle 83
GP03 016992114 GG 0 T2D 279
GP03 016992114 GG 0 Kontrolle 291
GP03 016992114n AA 2 T2D 3
GP03 016992114n AA 2 Kontrolle 9
GP03 016992114m AG 1 T2D 67
GP03 016992114n AG 1 Kontrolle 83
GP03 016992114m GG 0 T2D 281
GP03 016992114n GG 0 Kontrolle 268
FCH-2383 f CcC 0 T2D 190
FCH-2383 f CcC 0 Kontrolle 151
FCH-2383 f CG 1 T2D 45
FCH-2383 f CG 1 Kontrolle 44
FCH-2383 f GG 2 T2D 2
FCH-2383 f GG 2 Kontrolle 2
FCH-2383 m CcC 0 T2D 203
FCH-2383 m CcC 0 Kontrolle 168
FCH-2383 m CG 1 T2D 46
FCH-2383 m CG 1 Kontrolle 50
FCH-2383 m GG 2 T2D 3
FCH-2383 m GG 2 Kontrolle 8

T2D:Typ-2-Diabetiker

Weibliche homozygote Studienteilnehmer (A1/Al und 2/A2)

Tabelle 7 Statistische Parameter der individuellen Gengigping von 5 Polymorphismen

bei homozygoten weiblichen Studienteilnehmern (A&roA2)

95%-KI
SNP odds ratio p-Wert
von bis
FCH-0033 0,098 0,001 0,870 0,035
FCH-0460 1,584 0,306 9,561 0,577
FCH-0912 1,231 0,701 2,154 0,462
GP03 016992114 0,48 0,01p 1,654 0,254
FCH-2383 1,258 0,150 10,580 0,820

P-Werte <0,05 sind fett gedruckt. Um odds ratiosvoehandenen 0-Werten berechnen zu

kénnen, wurde 0,5 zu jedem Wert addiert. SignifigBrgebnisse sind fett gedruckt.

Die Haufigkeiten der Genotypen im SNP FCH-0033 tegigoei den Frauen ein signifikant
unterschiedliches Ergebnis. Homozygote fur das earual haufigere Allel (Al) T litten
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10,2fach haufiger an Typ-2-Diabetes als Homozydiitelas prozentual seltenere Allel (A2)
C (p = 0,0345; OR = 0,098).

Die Genotypisierungsresultate der restlichen SNiRgten keine statistische Signifikanz.

Mannliche homozygote Studienteilnehmer (A1/Al und 2/A2)

Tabelle 8 Statistische Parameter der individuellen Genasigpung von 5 Polymorphismen
bei homozygoten mannlichen Studienteilnehmern (ddr &\2)

95%-KI
SNP odds ratio p-Wert
von bis
FCH-0033 1,436 0,278 8,664 0,662
FCH-0460 0,626 0,144 2,370 0,496
FCH-0912 1,733 0,96) 3,170 0,065
GP03_ 016992114 0,351 0,08y 1,121 0,078
FCH-2383 3,222 0,916 14,884 0,064

Um odds ratios bei vorhandenen 0-Werten berechoetbanen, wurde 0,5 zu jedem Wert
addiert.

Es ergaben sich bei den funf SNPs keine signifé&atitnterschiede hinsichtlich der individu-
ellen Genotypisierung.

Weibliche und méannliche homozygote Studienteilnehme&A1/Al und A2/A2)

Tabelle 9 Statistische Parameter der individuellen Genasigpung von 5 Polymorphismen

bei homozygoten Studienteilnehmern (Al oder A2)

95%-KI
SNP odds ratio p-Wert
von bis
FCH-0033 0,451 0,097 1,629 0,23(
FCH-0460 0,905 0,290 2,741 0,859
FCH-0912 1,4%4 0,970 2,191 0,07¢
GP03 016992114 0,374 0,134 0,918 0,031
FCH-2383 2,464 0,86p 7,976 0,092

P-Werte <0,05 sind fett gedruckt. Um odds ratiosvieehandenen O-Werten berechnen zu
kénnen, wurde 0,5 zu jedem Wert addiert. SignifteeErgebnisse sind fett gedruckt.
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Beim Vergleich der Genotypisierungsresultate degp-ZyDiabetiker und Kontrollen, die ho-

mozygot flr das prozentual haufigere Allel (A1) @b seltenere Allel (A2) A sind, ergab

sich beim SNP GP03 016992114 ein signifikanter t$otded. Studienteilnehmer, die einen
homozygoten Genotyp fir das prozentual haufigetel AA1) G aufwiesen, litten 2,7fach

haufiger an Typ-2-Diabetes (p = 0,0311; OR = 0,37).

Die Resultate der Genotypisierung der restlichefPSMaren unterhalb des Signifikanzni-

veaus angesiedelt.

Weibliche homozygote (A1/Al) und heterozygote (A1/8 Studienteilnehmer

Tabelle 10 Statistische Parameter der individuellen Genotgpisig von 5 Polymorphismen
bei homozygoten (Al) und heterozygoten weiblicherdgnteilnehmern

95%-KI
SNP odds ratio p-Wert
von bis
FCH-0033 0,991 0,641 1,529 0,967
FCH-0460 1,236 0,82) 1,850 0,30d
FCH-0912 0,998 0,73b 1,356 0,990
GP03_ 016992114 0,829 0,576 1,191 0,311
FCH-2383 1,230 0,770 1,96H 0,385

Um odds ratios bei vorhandenen 0-Werten berechoetbanen, wurde 0,5 zu jedem Wert
addiert.

Es ergaben sich bei den fiinf SNPs keine signifdatitnterschiede in den Genotyphaufigkei-

ten.
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Mannliche homozygote (A1/Al) und heterozygote (A1/2) Studienteilnehmer

Tabelle 11 Statistische Parameter der individuellen Gengfgpiing von 5 Polymorphismen

bei homozygoten (Al) und heterozygoten mannlichiedi®nteilnehmern

95%-KI
SNP odds ratio p-Wert
von bis
FCH-0033 0,775 0,481 1,239 0,287
FCH-0460 0,812 0,551 1,194 0,290
FCH-0912 1,039 0,766 1,408 0,809
GP03 016992114 0,770 0,534 1,106 0,157
FCH-2383 1,313 0,838 2,068 0,234

Um odds ratios bei vorhandenen 0-Werten berechoetdanen, wurde 0,5 zu jedem Wert
addiert.

Die Genotyphaufigkeiten unterschieden sich bezhiglier finf SNPs nicht signifikant von-

einander.

Weibliche und mannliche homogyote (A1/Al) und heterizygote (A1/A2) Studienteil-

nehmer

Tabelle 12 Statistische Parameter der individuellen Genaigpiing von 5 Polymorphismen

bei homozygoten (Al) und heterozygoten Studiergitnern

95%-KI
SNP odds ratio p-Wert
von bis
FCH-0033 0,884 0,642 1,216 0,448
FCH-0460 0,996 0,756 1,316 0,979
FCH-0912 1,019 0,821 1,264 0,867
GP03 016992114 0,800 0,618 1,034 0,087
FCH-2383 1,273 0,920 1,760 0,145

Um odds ratios bei vorhandenen 0-Werten berechodtanen, wurde 0,5 zu jedem Wert
addiert.

Es ergaben sich bei den finf SNPs keine signifé&atinterschiede bei der Genotypisierung

aller Studienteilnehmer.
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2 Typ-2-Diabetes und Krebserkrankungen

Die anamnestisch erhobenen Inzidenzen von Krelmgkiingen der Eltern der hier unter-

suchten Studiengruppen wurden statistisch ausgetwert

2.1 Krebserkrankungen der Véater der Typ-2-Diabetike und der Kontrollen

Eine Ubersicht tber die Krebserkrankungen bei datewi der Typ-2-Diabetiker und Kon-
trollen gibt die nachfolgende Tabelle.

Tabelle 13 Statistische Parameter der KrebserkrankungeNdern der Typ-2-Diabetiker
und Kontrollen

Art der Krebs- Vater der Konfidenzintervall
erkrankung Diabetiker Kontrollen
% % p OR von bis

Basaliom 0,00 0,00 0,99 0,98 0 0
Brust 0,00 0,00 0,99 0,98 0 0
Harnblase 0,13 0,52 0,20 0,32 0,03 1,75
Hoden 0,38 0,26 0,70 1,37 0,27 8,23
Kolon u. Rektum 1,51 2,58 0,14 0,59 0,28 1,18
Larynx 0,50 0,52 0,97 0,98 0,25 3,79
Leber u. Gallen-

wege 1,01 1,16 0,77 0,87 0,34 2,23
Leukamie 0,13 0,13 0,98 0.98 0,08 12,0
Lunge u. Bronch. 2,52 2,71 0,81 0,93 0,50 1,72
Magen 3,15 1,94 0,13 1,63 0,87 3,15
Melanom 0,00 0,26 0,22 0,19 0,001 2,40
M. Hodgkin 0,13 0,00 0,48 2,93 0,16 428
NHL 0,00 0,00 0,99 0,98 0 0
Niere u. Nieren-

becken 0,13 0,52 0,20 0,32 0,03 1,75
Osophagus 0,13 0,26 0,60 0,58 0,05 4,41
Pankreas 0,88 0,13 0,039 4,92 1,07 46,7
Pharynx u. Mund-

hohle 0,50 0,52 0,97 0,98 0,25 3,79
Prostata 1,39 2,97 0,032 0,47 0,22 0,94
Thyroidea 0,00 0,13 0,46 0,32 0,002 6,10
ZNS/PNS 0,63 0,39 0,53 1,54 0,41 6,65

P-Werte <0,05 sind fett gedruckt. Um odds ratiosvieehandenen O-Werten berechnen zu
kénnen, wurde zu jedem Wert 0,5 addiert.
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Ein signifikanter Unterschied ergab sich in der fitikeit der Pankreaskarzinome (95%-KI
1,07-46,7; p = 0,039; OR = 4,92). 0,88 % der Véler Typ-2-Diabetiker wiesen ein Pank-

reaskarzinom auf. Bei den Vatern der Kontrollendag prozentuale Anteil bei 0,13 %.

Auch die Inzidenz des Prostatakarzinoms untersciigd statistisch signifikant bei den Va-
tern der Typ-2-Diabetiker und Kontrollen (95%-KR@;0,94; p = 0,032; OR = 0,47). Vater
der Typ-2-Diabetiker zeigten mit 1,39 % weniger Ratakarzinome als die der Kontrollen

(2,97 %).

Alle anderen Krebserkrankungen der Vater der Typigbetiker und Kontrollen zeigten kei-

nen signifikanten Unterschied in ihrer Haufigkeit.

OVater der Diabetiker

34~ BVater der Kontrollen
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Krebserkrankungen

Abbildung 5: Prozentuale Haufigkeiten verschiedener Krebsekiragen bei Vatern der

Typ-2-Diabetiker und Kontrollen
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2.2 Krebserkrankungen der Mtter der Typ-2-Diabetiker und der Kontrollen

Die anschlieRende Tabelle zeigt die Krebserkran&arder Mutter der Typ-2-Diabetiker und

Kontrollen.

Tabelle 14 Statistische Parameter der KrebserkrankungeMb#ern der Typ-2-Diabetiker

und Kontrollen

Art der Krebs-

Mutter der

Konfidenzintervall

erkrankung Diabetiker Kontrollen
% % p OR von bis

Basaliom 0,13 0,00 0,48 2,92 0,16 426
Brust 3,65 4,15 0,61 0,88 0,53 1,46
Cervix uteri 0,13 0,91 0,033 0,19 0,02 0,88
Corpus uteri 3,40 1,95 0,08 1.75 0,94 3,36
Harnblase 0,25 0,00 0,24 4,87 0,40 672
Kolon u. Rektum 2,14 2,08 0,93 1,03 0,52 2,05
Larynx 0,25 0,00 0,24 4,87 0,40 672
Leukamie 0,76 0,78 0,96 0,97 0,32 2,97
Leber u. Gallen-

wege 2,27 0,39 0,0009 5,23 1,87 19,87
Lunge u. Bronch. 0,76 0,52 0,58 1,41 0,42 5,10
Magen 2,14 0,52 0,005 3,84 1,47 12,42
Melanom 0,38 0,26 0,71 1,36 0,26 8,19
M. Hodgkin 0,13 0,00 0,48 2,92 0,16 426
Niere u. Nieren-

becken 0,13 0,26 0,59 0,58 0,05 4,38
NHL 0,00 0,13 0,46 0,32 0,002 6,07
Osophagus 0,13 0,00 0,48 2,92 0,16 426
Ovar 0,38 0,26 0,71 1,36 0,26 8,19
Pankreas 0,25 1,04 0,056 0,28 0,05 1,03
Pharynx u. Mund-

héhle 0,00 0,00 0,99 0,98 0 0
Thyroidea 0,25 0,00 0,24 4,87 0,40 672
ZNS/PNS 0,25 0,26 0,97 0,97 0,15 6,30

P-Werte <0,05 sind fett gedruckt. Um odds ratidsvbehandenen 0-Werten berechnen zu

kénnen, wurde zu jedem Wert 0,5 addiert.

Miutter der Kontrollen litten zu 0,91 % an einem Kiaom der Cervix uterBei den Mittern
der Typ-2-Diabetiker lag der Anteil bei 0,13 % (9%%0,02-0,88; p = 0,033; OR = 0,19).
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Karzinome der Leber und ableitenden Gallenweggten bei Mittern der Typ-2-Diabetiker
mit 2,27 % haufiger auf. Bei 0,39 % der Mutter Hentrollen lag diese Art der Krebserkran-
kung vor (95%-KI 1,87-19,9; p = 0,0009; OR = 5,23).

Magenkarzinomevaren bei Muttern der Typ-2-Diabetiker mit 2,14 ®&hguft (95%-KI 1,47-
12,4; p = 0,005; OR = 3,84) zu verzeichnen vergiichit Muttern der Kontrollen (0,52 %).

Alle anderen Krebserkrankungen der Mutter der Typrbetiker und der Kontrollen unter-
schieden sich statistisch nicht signifikant vonaofer.

O Mdutter der Diabetiker
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o
o (6)]
Basaliom P

= .- n O cCc X o0 o C CGJ—':“U)@U)
gBJwQC'égmwgngmgmmZ
L-‘—‘Q-mozﬁ CDC@CCD'_Z‘UOCD-OD-
m S =5 (© > @© e c ==
cex g i385 xXon
x c 1 == 05 o c =
2 0 £ > &) o T =2
bt S o} T
c = = 2 o &N
Q T — S 0O =
O
Krebserkrankungen

Abbildung 6: Prozentuale Haufigkeiten verschiedener Krebsakuagen bei Muttern der

Typ-2-Diabetiker und Kontrollen
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3 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.1 Molekulargenetische Assoziationsstudie

Bei den Untersuchungen der DNA-Pools hinsichtlicd61 SNPs in der Mannergruppe bzw.
1.559 SNPs bei den Frauen wurden in beiden Grupgmarger signifikant unterschiedliche
Allelhaufigkeiten beobachtet, als auf dem Signifikaiveau von 5 % durch falsch positive

Assoziationen zu erwarten gewesen waren.

Bei der Betrachtung der AusreiRer-SNPs mit einar sehen bzw. niedrigen log odds ratio
konnten in der Gruppe der Manner 5 SNPs und 20 $i¢Pden Frauen identifiziert werden,
die mit einem hoheren Typ-2-Diabetes-Risiko verligsleaftet waren. 3 dieser Poly-
morphismen wurden sowohl bei den Mannern als awhdén Frauen identifiziert, wobei
interessanterweise jeweils der entgegengesetztet@emit dem erhéhten Krankheitsrisiko

gekoppelt war.

Bei der individuellen Genotypisierung der weibliohfgtudienteilnehmer ergab sich beim SNP
FCH-0033 inPRAX1 ein signifikanter Unterschied in den Genotyphkditen. Das prozen-
tual haufiger vorkommende Allel (A1) T konnte mibhem 10,2fach erhéhten Risiko fir Typ-
2-Diabetes bei weiblichen Homozygoten assoziierder. Beim Vergleich der Genotyphau-
figkeiten aller Studienteilnehmer zeigte der SNPO&R®16992114 irPPARG signifikante
Unterschiede. Dabei konnte das prozentual haufiggtommende Allel (A1) G mit einem

2,7fach pradisponierenden Effekt flr Typ-2-DiabdiesHomozygoten assoziiert werden.

3.2 Typ-2-Diabetes und Krebserkrankungen

Beim Vergleich der Krebserkrankungen, die bei déeY¥h der Typ-2-Diabetiker bzw. Kon-
trollen auftraten, ergab sich beim Pankreas- urabtBtakarzinom ein signifikanter Unter-
schied. Die prozentuale Haufigkeit von Pankreaskarzen war bei Vatern der Typ-2-
Diabetiker hoher als bei den Vatern der Kontrolldig von Prostatakarzinomen hingegen

geringer.
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Bei den Mittern der Typ-2-Diabetiker wurden anantisel signifikant mehr Karzinome der
Leber und ableitenden Gallenwegen sowie vermehigeviarzinome erhoben. Die Miutter

der Kontrollen zeigten eine signifikant hohere Amazon Karzinomen der Cervix uteri.
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Diskussion

1 Molekulargenetische Assoziationsstudie

Bei Fall-Kontroll-Studien setzt man voraus, dasshgiie Patienten- und Kontrollgruppen
moglichst nur in dem zu untersuchenden Merkmal rsobeiden. Hinsichtlich der Untersu-
chung genetischer Merkmale ist es deshalb zumimaeatendig, dass die Patienten und Kon-
trollen aus derselben ethnischen Bevolkerungsgrigtgaenmen (139). Aus diesem Grund
wurden in unsere Studie nur Personen aufgenomnedgedtscher Abstammung waren. Dies
wurde aus praktischen Grinden dadurch erreichg das Patienten eingeschlossen wurden,

deren Eltern beide in Deutschland geboren waren.

1.1 Methodik

Die Genetik des Typ-2-Diabetes wurde in unseredi8tsowohl durch genomweit lokalisier-
te Polymorphismen als auch durch die Analyse vondiGatengenen untersucht. Fur die ge-
nomweite Untersuchungurden fir die Mannergruppe 1.561 und fur die Fnau®59 SNPs
herangezogen, die alle genbasiert waren. Als Kateliidjene wurden dariber hinaus flunf
Polymorphismen ausgewahlt, fur die eine individei€enotypisierung jedes Studienteilneh-
mers durchgefihrt wurde. Vorteilhaft am genomweitersatz ist, dass auch Gene fir den
Typ-2-Diabetes entdeckt werden kdnnen, die aufgibinet potenziellen Funktion nicht als
Kandidantengen infrage gekommen waren oder UbemndEunktion noch keine Aussagen
gemacht werden kénnen. Der Kandidatengenansatz ifihAllgemeinen jedoch zu einer
hoheren Anzahl signifikanter Ergebnisse, da gefigltden Typ-2-Diabetes relevante Gene

untersucht werden kdénnen.

Manche der hier identifizierten Polymorphismen miiter Assoziation zum Typ-2-Diabetes
konnten falsch positive Resultate darstellen. Dibshdissen die von uns als signifikant mit
Typ-2-Diabetes assoziierten SNPs in Folgestudidgnhean Zusammenhang mit dieser Er-
krankung in verschiedenen Populationen tUberpriuftiare In diversen Studien wurde jedoch
deutlich, dass sich meist nur wenige der detekieAssoziationen von SNPs mit einem
Krankheitsphanotyp mit unabhangigem klinischen Malteeplizieren lassen. Dies kann auf
ungenugend charakterisierten oder heterogenendpsggiionen, an einer zu kleinen Anzahl

von Probanden, populationsspezifischen Assoziaticvger unterschiedlichen statistischen
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Analysemethoden beruhen (41). Fall-Kontroll-Studerd nicht in der Lage, Gene aufzuspu-
ren, die eine starke allelische Heterogenitét aiseve Darunter versteht man, dass ein Gen
durch eine Vielzahl von unterschiedlichen Polymdspten an der Entstehung von Krankhei-
ten beteiligt ist. Vielmehr ist es aber mit derriderchgefiihrten Studie mdglich, haufige Po-
lymorphismen zu identifizieren, die selbst ein Kdagitsrisiko modifizieren oder zumindest
eine Kopplung zu einer funktionellen, haufigen gemohen Sequenzvariation anzeigen. Fur
die molekulargenetische Untersuchung von SNPs stefehrere technische Verfahren zur
Verfigung. Davon sind im Bereich der Hochdurchsaénotypisierung vor allem die
MALDI-TOF-Massenspektrometrie, das Pyrosequenciegidhren, die DNA-Chip-
Technologien auf der Basis immobilisierter SNP-#jsher Primer/Sonden und die Tag-
Man-Assays von Bedeutung. In dieser Studie wuréeMIALDI-TOF-Massenspektrometrie
angewandt (10;19). Die SNP-Genotypisierung mithiém Massenspektrometern bietet fol-
gende Vorteile: die parallele Analyse vieler Pagaproben, die Genauigkeit, mit der Mole-
kulargewichte von Nukleinsduren bestimmt werdee,@éschwindigkeit der Analyse und die
einfache Software-unterstitzte Interpretation. Darthinaus kann auf die radioaktive Mar-
kierung der DNA-Bausteine verzichtet werden. Dierhangewandte Pooling-Strategie be-
dingt dartber hinaus, dass nur geringe Probenmesderderlich sind und die Probenverar-
beitung und Massenspektrometrie vollstandig autmmest durchgefihrt werden kénnen.
Nachteile dieser Methode sind, dass das zu anedygle DNA-Fragment nicht zu grol3 sein
darf (<30 Basen), die Nachweisempfindlichkeit ggenist als bei Fluoreszenzmethoden und
die Kosten fiur die speziellen Gerate sehr hoch. ?huderdem ist nachteilig, dass die zu ana-

lysierende DNA eine hohe Reinheit aufweisen muss.

1.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Assoziatisstudie in den DNA-Pools

In der Manner- bzw. Frauengruppe unterschiedenwertiger SNPs als die Fehlerrate von 5
% signifikant voneinander. Dies kdnnte darauf ezkmiifihren sein, dass im Vergleich zum
gesamten Genom die hier ausgewahlten 1.561 bzWw9 Marker keine statistisch gesehen
reprasentative Auswahl an fur den Typ-2-Diabetésvemten Polymorphismen darstellt. Die
Ausreif3er-SNPs mit sehr hohen bzw. niedrigen lodsad@tios wurden der statistischen Me-
thode von Benjamini und Hochberg unterzogen (14if diese Weise konnten in der Man-
nergruppe 5, bei den Frauen 20 hochsignifikantesSNéntifiziert werden. Die Gene, in de-
nen sich die signifikanten Polymorphismen befindsarden in der Literatur bisher jedoch
nicht mit Typ-2-Diabetes in Zusammenhang gebrachter folgenden Tabelle werden zu-
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nachst die assoziierten Gene der Mannergruppe and der Frauengruppe dargestellt, je-
weils mit absteigendem Assoziationsfaktor. Am Edde Tabelle sind die Gene mit Assozia-
tionen in beiden Gruppen dargestellt. Anschliel¥eigt die Diskussion der Gene in der Rei-

henfolge der Tabelle.

Tabelle 15 Gene der signifikanten Ausreil3er-SNPs bei ManoehFrauen

Gen Assoziiertes Risikg Funktion des Moglicher Zusammen-
fur Typ-2- Gens und assoziierte hang mit Typ-2-Diabetes
Diabetes in Erkrankungen
unserer Studie
HLA-B 4 4,35facht * Leukozytenantigen HLA-Assoziation wie beim
* Malaria-Schutz Typ-1-Diabetes?
* veranderte HIV-
Immunantwort
F5 &4 2,56facht * Blutgerinnungsfaktor unklar

* hamorrhag. Diathesen
* Thrombosen

KIF4A Q 8,33facht * Organellen, Mikrotubuli | Transportstorung fir Insu-
« Zelltransport linvesikel?
RBPSUH Q 7,14facht * Immunglobulin- Autoimmuner Diabetes?
Q 7,14facht produktion

» Entwicklung des PNS be
der Drosophila

AVPR2 Q 5,00facht Diabetes insipidus ahnlich DIDMOAD-
Syndrom

MFGES Q4,78facht Faktor, der apoptotische |Veranderung von Apop-
Zellen mit Phagozyten ver;tosemechanismen?
bindet

CYP1B1 Q 4,73facht Glaukom unklar

ABL1 Q 3,30facht « Zelldifferenzierung und |« Viral veranderte Zellvor-
-teilung gange in dep-Zelle?
* Phil.-Chrom. positive » Veranderung der Zelldif-
myeloische Leukamie ferenzierung?

STX7 Q 2,78facht Vesikeltransport Veranderung des Insulint

Vesikeltransports?

INPP5D Q2,77facht * Hamatopoese unklar
» Spermiogenese

QINSQO Q 2,56facht nicht ndher charakterisiertegnklar
Protein

Q96GB2 Q 2,51facht nicht ndher charakterisiertegnklar
Protein

PABPC3 Q 2,44facht MRNA-Stabilitat und unklar
-Translation

9. C6A2 Q 2,44facht * Neurotransmitter- * Stérung des Transmitter-
Transporter transports dep-Zelle?
* psychiatrische Stérungen e Auswirkungen auf diabe
» Anorexia nervosa tische Stoffwechsellage?

FBN1 Q 2,43facht Marfan-Syndrom unklar
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S.C6A5 Q 2,13facht Glyzintransporter im ZNS | unklar
095784 Q 2,07fach * IgG fc-bindendes Autoimmuner Diabetes?
Protein
* kolorektale Erkrankungen
QINUSY Q 1,92facht nicht ndher charakterisiertegnklar
Protein
BLZF1 4 7,14facht * Zellreifung Verédnderung des Zell-
@ 2,59facht * Transkriptionsfaktor wachstums oder der Zellrei-
« akute promyelozytische |fung
Leukdmie
FADD 45,33facht » Adapterprotein bei Apop- * Apoptose— Insulinsekre+
?Q4,00facht tose tionsstérung?
 T-Zell-Entwicklung » T-Zellen— autoimmuner
* bei Krebserkrankungen | Diabetes?
amplifiziert
C210RF56 | 2,63facht nicht naher charakterisiertegnklar
Q 2,19facht Protein

Wir konnten ein 4,35fach erhéhtes Risiko fur Typizbetes bei Mannern assoziieren, die
den Polymorphismus T statt C im Exon an der chramaden Position 31377941 im Gen
HLA-B (MIM# 142830 (113); Major Histocompatibility CompleClass I, B) aufwiesen.
Dieses Gen befindet sich auf Chromosom 6 in derdBgm21.3.Zwischen diesem Genort
(HLA-B53) und dem Schutz vor schwerer Malaria snhe&in Zusammenhang zu bestehen
(71). HLA-B-Allele (HLA-B35) tben auch einen Effe&uf die Immunantwort bei einer HIV-
1-Infektionen aus (52). HLA-Genorte konnten mit TlyDiabetes assoziiert werden,
vornehmlich DR3 und DR4 (146). Die fur den Typ-labetes relevanten Genorte scheinen
beim Typ-2-Diabetes jedoch keine Hauptsuszepiitdgene darzustellen (3;21;38;50).

Der Polymorphismus A statt G an der chromosomadmitiBn 167140404 in einem Exon des
GensF5 (MIM # 227400 (113);Factor V Deficiency) konnte bei Mannern mit einem
2,56fach gesteigerten Risiko fur Typ-2-Diabete®aigsrt werden. Faktor V exprimiert nicht

nur koagulatorische Eigenschaften infolge seineinvidrung durch Thrombin, sondern spielt
auch eine Rolle im antikoagulatorischen SystemKalfaktor fir das aktivierte Protein C.

Diesen beiden Funktionen zugrunde liegend konntetatbnen imF5 auf Chromosom 1 in

der Bande 23 nicht nur mit hamorrhagischen Diahgd48), subduralen Hamatomen bei
Neugeborenen (37) und fulminanter Purpura (76)deonauch mit einem erhéhten Throm-
boserisiko (APC resistance) in Verbindung gebraetitden (15;143). Dabei fuhrte die Ab-
wesenheit oder Dysfunktion des aktivierten Faktérgur hamorrhagischen Diathese. Die

exzessive Persistenz der aktivierten Form hingeg@nmit Thrombose assoziiert. Ein Zu-
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sammenhang mit Typ-2-Diabetes lasst sich aus deebgen Charakterisierung dieses Prote-
ins nicht herstellen. Jedoch befindet sich das IEem einer Kandidatengenregion (1q21-24)

fur den Typ-2-Diabetes, die mittels Kopplungsanatyglentifiziert wurde (3).

Frauen mit der kodierenden C- statt G-Varianteeamnctiromosomalen Position 65817941 des
GensKIF4A ((153); Kinesin Family Member 4Auf Chromosom Xg13.1 zeigten in unserer
Studie eine Assoziation mit einem 8,33fach erhohigp-2-Diabetes-Risiko. Das Produkt
dieses X-chromosomalen Gens ist das Protein FLI2@23 seine Funktion in membrandsen
Organellen und Mikrotubuli auszutiben und ein Mototgin fir den Zelltransport darzustel-
len scheint (56;164). Aufgrund der Rolle v&hF4A fir den Zelltransport kénnten Mutatio-
nen in diesem Gen z. B. den Insulinvesikeltranspeeintrachtigen. Laut der SWALL-

Datenbank Http://srs.sanger.ac.uk/srshin/cqgi-bin/wgetzmird KIF4A in hohem Mal3e in

hamatopoetischen Zellen, in der fetalen Leber, Milz Thymus und im Knochenmark expri-
miert. Eine geringere Expression dieses Gens kanr@@weben des Herzens, Hodens, in der
Niere, im Kolon und in der Lunge gezeigt werden.Rankreas scheint KIF4A jedoch nicht

exprimiert zu werden.

Wir konnten zwei Polymorphismen, C statt G an depmosomalen Position 26581347 und
T statt C an der chromosomalen Position 2658218#ebin Exons des GerRBPSUH
((153); Recombining binding protein suppressoraiflass (Drosophila)), mit einem 7,14fach
erhohten Typ-2-Diabetes-Risiko bei Frauen in Vethimg bringen. Dieses Gen auf Chromo-
som 9 in der Bande p13-p12 wird auch als humared&mbination signal binding protein
gene [GKJRBL1) bezeichnet. Das menschliche Genom enthalt eiktifumelles| GKIRB-Gen
und 2 Typen prozessierter Pseudogene (5;1RBPSUH spielt wahrscheinlich bei der Re-
kombination der DNA (V-, D-, J-Segmente) fur dienwmnglobulinproduktion eine Rolle.
Eine weitere mogliche Funktion dieses Gens leit#t daraus ab, dass das von ihm kodierte
RBP-Jk-Protein bei der Entwicklung des peripheremvensystems von Drosophila beteiligt
ist. Da Immunglobuline eine wichtige Funktion bat@mmunen Diabetesformen einnehmen,
ist eine Rolle dieses Gens fur die Entstehung ediabetes insofern denkbar, dass Poly-
morphismen iIrRBPSUH eine Autoantikorperproduktion gegen pankreatidaselzellantige-

ne initiieren kbnnten.

Die Variation T statt C an der chromosomalen Pasifi47308949 des GeAY/PR2 (MIM#
304800 (113); Arginine vasopressin receptor 2, ARHGAP4 genannt) ist in dieser Studie
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bei Frauen mit einem 5fach erhéhten Risiko fur Rypiabetes vergesellschaftet. Dieses X-
chromosomale Gen in der Bande 28 kodiert versehedRho-GTPase aktivierende Proteine
und zeigt eine enge Kopplung an das Vasopressiez2fror-Gen (V2), das die renale Was-
serreabsorption reguliert (46). Verschiedene Maten im AVPR2 konnten mit Diabetes
insipidus renalis in Verbindung gebracht werden) (EZ&ss Gene existieren, die gleichzeitig
zu Diabetes insipidus und Diabetes mellitus pramhggren, wird anhand des DIDMOAD-
Syndroms deutlich (11). Dieses Syndrom wird durciitafilonen im Wolframin-Gen verur-
sacht, das fur ein Transmembran-Protein kodieri¢hves in verschiedenen Geweben, unter
anderem auch im Pankreas, exprimiert wird (141 B#lframin-Gen scheint einen plei-
otropen Effekt sowohl auf das Uberleben der parisei@enp-Zellen (8) als auch auf die

renale Wasserreabsorption auszulben.

Ein Polymorphismus, der Austausch von A anstellearC der chromosomalen Position
85795781 im GeMFGES8 (MIM # 602281 (113)Milk Fat Globule-EGF Factor 8), war bei
Frauen mit einem 4,78fach erhdhten Risiko fur Typidbetes vergesellschafttdFGES auf
Chromosom 15 in der Bande 25 kodiert einen Faki@r apoptotische Zellen mit Phagozy-
ten verbindet (58). Dieser Faktor wird von aktiveer Makrophagen sezerniert, bindet Uber
verschiedene Mediatoren an apoptotische Zellertnamdportiert sie zu Phagozyten, die diese
Zellen lysieren. Es ist denkbar, dass hier durain d@liegenden kodierenden Polymorphis-
mus Apoptosewege verandert werden. Dies kénnt€ntstehung des Typ-2-Diabetes bei-

tragen.

Bei unseren Studienteilnehmerinnen konnte der kedde Polymorphismus G statt T an der
chromosomalen Position 38267021 des GENP1B1 (MIM# 601771 (113); Cytochrome
P450, Subfamiliy I, Polypeptide Ihit einem 4,73fach erh6hten Typ-2-Diabetes-Risiko i
Verbindung gebracht werden. Mutationen in diesem &g Chromosom 2 in der Bande p22-
p21 wurden bisher bei verschiedenen Glaukom-Varmgnaber noch nicht beim Typ-2-
Diabetes beschrieben (151).

Bei Frauen konnte in unserer Studie ein 3,3facblteds Typ-2-Diabetes-Risiko mit dem Po-
lymorphismus C statt T an der chromosomalen Positid4777252 (Exon) im GeABL1

(MIM# 189980 (113); Abelson Murine Leukemia Viraln@bgene Homolog 1) assoziiert
werden. Dieses Protoonkogen auf Chromosom 9 ilBdede q34.1 kodiert eine zytoplasma-
tische und nukleare Tyrosinkinase, die bei derdférenzierung, der Zellteilung, der Zell-
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adhasion und der Antwort auf Stressreize betasigtVeranderungen voABL1 durch chro-
mosomale Strukuranderungen oder virale Transduktibren zu maligner Transformation,
was beispielsweise bei der chronischen myeloisdterkamie beobachtet werden konnte
(29). Die Assoziation mit Typ-2-Diabetes kdnnte atuwviral induzierte veranderte Zellvor-
gange erklarbar sein, da eine Reihe viraler Erkragkn mit einem erhdhten Diabetesrisiko,
jedoch vornehmlich Typ-1, assoziiert werden konnfeuch Veranderungen in der Zelldiffe-
renzierung der pankreatischgiZelle durch Variationen idBL1 kénnten zu Typ-2-Diabetes

pradisponieren.

Der SNP A statt G im Syntaxin 7 GERTX7) (MIM # 603217 (113)) an der chromosomalen
Position 132447790 war mit einem 2,78fach erhoftgn-2-Diabetes-Risiko bei Frauen as-
soziiert. Dieses Gen liegt auf dem Chromosom éemBhnde g23.1-23.2 (158TX7 kodiert

fur Syntaxine, die Rezeptoren auf zellularen Zietroeanen darstellen, welche durch Interak-
tionen mit Vesikelproteinen den Vesikeltransporézfizieren. Es ware mdglich, dass der
hier beschriebene kodierende Polymorphismus Pr&ignktionsvarianten verursacht, die am
Insulin-Vesikeltransport angreifen und auf dieseis&eur Entstehung eines Typ-2-Diabetes
beitragen.

In unserer Studie zeigten Frauen mit der VariaGostatt A im Exon an der chromosomalen
Position 232121233 im GelNPP5D (MIM # 601582 (113); Inositol Polyphosphate-5-
Phosphatase, au@rIP genannt) eine 2,77fach erhdhte Assoziation mit dgpi2-Diabetes.
Dieses Gen auf Chromosom 2 in der Bande 36-q3iekddr die SH2-Containing Inositol
Phosphatase (SHIP), die eine Rolle bei der Hamag®pond Spermiogenese spielt (96).

Der C- statt T-Polymorphismus an der chromosomRBlesition 39574420 des Ge@9NSQO
(17) war mit einem 2,56fach erhohten Typ-2-Diabdtesko bei Frauen unserer Studie
assoziiert. Dieser kodierende Polymorphismus im G@&KSQO ist auf Chromosom 22 in der
Bande q13.31 lokalisiert. Es wird ein bisher imseiFunktion noch unbekanntes Protein als

Genprodukt angenommen.
Das GemQ96GB2 (17) konnte ein Kandidatengen fur den Typ-2-Diabetestddten, da wir

ein 2,51fach erhohtes Risiko fur Typ-2-DiabetesHrauen mit dem SNP A statt G in einem

Exon dieses Gens an der chromosomalen Position38684assoziieren konnten. Das aus
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Plazentagewebe isolierte Gen befindet sich auf i@bsom 13 in der Bande gq14.2 und ko-
diert das hypothetische, nicht naher definiertaddnd-LJ13639 (164).

Wir konnten einen Zusammenhang zwischen einem &t4érhohten Typ-2-Diabetes-Risiko
bei Frauen und dem SNP T statt G an der chromosonfdsition 23650973 in einem Exon
des GensPABPC3 (MIM# 604680 (113); Polyadenylate-binding proteaytoplasmic, 3)
aufzeigen. Messenger-RNA-Stabilitat und -Transtatierden durch Poly(A)-bindende Pro-
teine (PABP) kontrolliert. Bisher konnte zur Fumktidieses auf Chromosom 13 in der Bande
gl1-g12 liegenden Gens gezeigt werden, dass iro Mi@anslatiertes PABPC3 RNA-

Homopolymere binden kann (43).

Die Variante A statt G im Exon an der chromosomatesition 46150757 des GeBisC6A2
(MIM# 163970 (113); Solute Carrier Familiy 6, Memt) konnte als risikoreich (2,44fach)
fur die Entstehung eines Typ-2-Diabetes bei Fraassoziiert werden. Dieses Gen, auch
NET1 genannt und auf Chromosom 16 in der Bande glXa&lisiert, kodiert einen Neu-
rotransmitter-Transporter fir Noradrenalin (115 St folglich ein Kandidatengen fir
psychiatrische Storungen wie z. B. die manisch-elepive Erkrankung. Eine Relevanz dieses
Transporters fur den Insulin-Vesikeltransport wieleen mdglichen Zusammenhang mit
Typ-2-Diabetes aufzeigen. NET1 scheint als genatisgomponente bei der Anorexia nervo-
sa involviert zu sein (149). Aus dieser den Stoffiasel betreffenden Funktion lieRe sich

maoglicherweise eine potenzielle Bedeutung fir dgm-2-Diabetes ableiten.

Der von uns beobachtete Zusammenhang zwischenrdesmischen Polymorphismus G statt
C an der chromosomalen Position 44339669 im E@N1 (MIM# 134797 (113); Fibrillin 1)
und einem 2,43fach erhohten Typ-2-Diabetes-Ris#ioHrauen ist noch unklar. Mutationen
in diesem Gen auf Chromosom 15 in Bande g21.1,fidlagibrillin kodiert, konnten als

Hauptursache fur das Marfan-Syndrom identifizieetaen (33).

Anhand unserer Ergebnisse ist bei Vorliegen dessSBIBtatt T an der chromosomalen Posi-
tion 21761092, einem Exon des G&wC6AS5 (MIM# 604159 (113); Solute Carrier Familiy
6, Member 5, auchlGLYT2 genannt), von einem assoziierten, 2,13fach erhofiigp-2-
Diabetes-Risiko bei Frauen auszugehen. Das GerlChtdmosom 11 in der Bande pl15.2-

pl15.1 kodiert fur den Glyzintransporter GlyT2, der Synapsen hauptsachlich in der Medul-
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la, aber auch im Ruckenmark und Zerebellum von Benhg ist (107). Ein funktioneller Zu-

sammenhang dieses Gens mit Typ-2-Diabetes ist unkla

In unserer Untersuchung war die Variatdstatt G im Exon an der chromosomalen Position
41004065 im Ge®©95784 (17), auchFCGBP genannt, mit einem 2,07fach erhdhten Typ-2-
Diabetes-Risiko bei Frauen vergesellschaftet. RaBx»ns umfassende Gen befindet sich auf
Chromosom 19 in der Bande g13.1. Es kodiert einfgchindendes Protein (Fragment), das
Aufgaben im Bereich des Immunsystems und der Edizig im Intestinum wahrzunehmen
scheint (63). Es wurde festgestellt, dass MRNARGGEGBP in der Plazenta und in epithelia-
len Zellen des Kolons exprimiert wird. Die Stukies Proteins dhnelt dem Muzinprotein
MUC 2 und dieses Protein kdonnte deshalb eine vadd&wn schiitzende Komponente des
Mukus darstellen. Polymorphismen WCGBP kénnten mit kolorektalen Erkrankungen in
Zusammenhang stehen (63). Da dieses Gen fur dasiiaystem und die Immunglobuline

(IgG) relevant ist, kdnnten autoimmune DiabetestmrdurchO95784 bestimmt werden.

Fur das GenQ9NUS? (17) konnten wir ein 1,92fach erhohtes Risiko Typ-2-Diabetes bei
Frauen annehmen, wenn der kodierende Polymorphignagtatt A in diesem Gen an der
chromosomalen Position 48276367 vorlag. Das Gemtodes auf Chromosom 17 in der
Bande q21.33 aus Plazentagewebe isolierten Gemmsshoch nicht naher charakterisierte
Protein FLJ11164 (164).

Wir stellten fest, dass in der Mannergruppe deyfolphismus A statt G an der chromoso-
malen Position 166976535 (Exon) des GBhZF1 ((153); Basic leucine zipper nuclear fac-
tor 1) mit einem 7,14fach erhdéhten Typ-2-Diabetésiid® in Zusammenhang steht. Bei Frau-
en war allerdings das G-Allel dieses SNPs mit ei@®9fach assoziierten Steigerung des
Typ-2-Diabetes-Risikos verbundeBLZF1 wird auchJEM-1 genannt. Dieses Gen liegt auf
Chromosom 1 in der Bande 24 und ist somit in deickgen Kandidatengenregion (3) wie
das GenF5 lokalisiert. Das von ihm kodierte Kernprotein kimrals Transkriptionsfaktor

oder Koregulator bei der Kontrolle des Zellwachsswmd/oder der Zellreifung beteiligt sein

(147). Eine veranderte Expression dieses Gens whoed@er akuten promyelozytotischen
Leukdmie gezeigt (36). Eine Assoziation dieses GuitsTyp-2-Diabetes kénnte z. B. auf

Veranderungen des Zellwachstums oder der Zellrgiharuhen.
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In unserer Studie konnte bei mannlichen Studiemegiinern ein 5,33fach erhdhtes Typ-2-
Diabetes-Risiko mit dem Vorliegen eines G stattnAdar chromosomalen Position 72381176
des Gen$-ADD (MIM# 602457 (113); FAS-associated via Death Damhaiuf Chromosom
11 in der Bande g13.3 assoziiert werden. Bei Fratelite A das risikoassoziierte Allel dar
(4fache Risikoerh6hung). Dieser Polymorphismustlieg einem der beiden Exons von
FADD. FADD ist ein universelles Adapterprotein bei der Apsptowelches das Signal der
TNF-Rezeptor-Superfamilie Gbermittelt (81). Anhareh Tierstudien wurde deutlich, dass
FADD bei der proliferativen Phase der friilhen T-Zell-Boklung eine wichtige Rolle spielt
(81). Die chromosomale Region dieses Gens istie&rvmenschlichen Krebserkrankungen,
z. B. in Brustkrebs-Zelllinien, amplifiziert (83Es wurde gezeigt, dass eine Uberexprimie-
rung vonFADD in Zellen des Brustdriisengewebes Apoptose indug2d. Folglich wére
denkbar, dass der oben beschriebene kodierendm@&uqligismus iFFADD Uber eine Veran-
derung von zellularen Apoptosemechanismen zu énsefinsekretionsstorung im Pankreas
fuhrt. AulBerdem spielen die T-Zellen bei autoimmui®rmen des Diabetes eine wichtige
Rolle.

Ein 2,63fach erhbhtes Typ-2-Diabetes-Risiko bei Mgin konnte mit dem kodierenden Po-
lymorphismus T statt C an der chromosomalen Posiié088022 des GernS210RF56
((17); DKFZp434N0650) in Verbindung gebracht werden. Bei Frauen stieg Tgg-2-
Diabetes-Risiko 2,19fach an, war aber mit dem @lAdksoziiertC210RF56 kodiert fur ein
in seiner Funktion nicht bekanntes Protein undtleg dem Chromosom 21 in der Bande
g22.3 (67). Die bisher identifizierten Hauptsusislii&tsloki fir den Typ-2-Diabetes lagen

nicht auf dem Chromosom 21.

Zwar stehen die in unserer Studie mit einem ermAigE-2-Diabetes-Risiko assoziierten
Gene laut Literatur in keiner klaren Assoziatiort yp-2-Diabetes, jedoch sind etliche SNPs
in Genen lokalisiert, die fir unbekannte Proteinei&ren oder fiir Proteine, die bisher nur
mit Funktionen im Zellstoffwechsel und nicht mitshenmten Krankheitsphanotypen in Ver-
bindung gebracht werden konnten. Replikationsstudiad nétig, um die Rolle dieser Gene
fur den Typ-2-Diabetes zu bestéatigen. Drei SNPslen GenenC210RF56, FADD und
BLZF1 zeigten sowohl bei den Mannern als auch bei daodsr signifikante Ergebnisse. Das
mit den Polymorphismen dieser Gene vergesellsdeafigp-2-Diabetes-Risiko war bei
Mannern und Frauen jedoch jeweils mit dem anderégl Assoziiert. Eine mogliche Erkla-
rung dafir ist die Interaktion mit geschlechtsspeaien Genprodukten, z. B. Hormonen,
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welche die Risikoerh6hung bei dem jeweiligen Alfeleinem unterschiedlichen Maf3 beein-
flussen konnen. Auffallig ist aul3erdem, dass zwaymorphismen (FCH-2045 und 2415),
die in verschiedenen chromosomalen Positionen desBPSUH lokalisiert waren, beide
bei Frauen signifikant mit einem erhohten Risiko Titp-2-Diabetes assoziiert werden konn-
ten. Da beide Polymorphismen im kompletten Koppsumgleichgewicht lagen, ist es weni-
ger wahrscheinlich, dass es sich um einen falssitiyp® Effekt handeltRBPSUH stellt des-

halb zumindest bei Frauen ein interessantes Katatigan fur den Typ-2-Diabetes dar.

1.3 Ergebnisse aus der individuellen Genotypisieruneinzelner Polymorphismen

Funf SNPs in Kandidatengenregionen wurden individess jedem Studienteilnehmer geno-
typisiert. Diese Polymorphismen befinden sich in GenenPRAX1 (FCH-0033),PPP1R3A

(FCH-0460),GPX1 (FCH-0912) undPPARG (GP03_ 016992114 und FCH-2383). Die funf
Polymorphismen und die entsprechenden Kandidatengiewl in der nachfolgenden Tabelle

dargestellt und werden anschliel3end diskutiert.

Tabelle 16 Gene der individuell genotypisierten SNPs

Assoziiertes Risiko

Gen fur Typ-2- Genfunktion
Diabetes in unserer und bisher assoziierte Erkrankungen
Studie
PRAX1 Q 10,2facht fur T | » peripherer Benzodiazepin-Rezeptor
 neuropsychiatrische Stérungen
PPP1R3A - * Glykogenstoffwechsel
» Typ-2-Diabetes und Adipositas
GPX1 - * Glutathion-Peroxidase

» hamolytische Anamien

PPARG intronisch, | 2+d 2,7facht fir G |« Transkriptionsfaktor
Prol2Ala - * Typ-2-Diabetes, Insulinresistenzsyndrom,
Adipositas

Der SNP FCH-0033 liegt auf dem Chromosom 17 inBlerde g22-g23 und in der chromo-
somalen Position 56133857. Dieser Polymorphismtisdet sich in einem Exon des 1.736
Basenpaare umfassenden GBR&X1, das auchklAA0612 oderBZRAP1 genannt wird. Die-

ses Gen kodiert fur PRAX-1 (peripheral benzodiazepieceptor-associated protein 1), ein
zytoplasmatisches und mitochondriales Proteinsgagifisch mit dem peripheren Benzodia-
zepin-Rezeptor interagiert (5I1FRAX1 wird hauptséchlich im ZNS, der Hypophyse und im

Thymus exprimiert. Es kann als ein Adapterproteigesehen werden, welches verschiedene
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Zielsubstanzen in die Umgebung des Rezeptors bribgr periphere Benzodiazepin-
Rezeptor erfullt unter anderem folgende AufgabamkEionen beim Zellwachstum, bei der
zellularen Signalkaskade und der ZelldifferenzigtlARAX-1 enthalt drei prolinreiche Do-
manen, drei Leucinzipper und eine SH3-ahnliche Den®ie prolinreichen Domé&nen und
die SH3-ahnlichen Domé&nen sind fir die BindungebeRroteins an den peripheren Benzodi-
azepin-Rezeptor essenziell. SH3-Domanen sind kleinoeeinmolekiile, die ca. 50 Aminoséau-
ren umfassen und bei einer grof3en Anzahl von ielitdaren, membranassoziierten, zytoske-
lettalen Proteinen und Proteinen mit Enzymaktivigtunden werden (102;121). Die Funkti-
on der SH3-Domanen ist noch unklar, aber sie kimnRt®zesse wie z. B. die Erhdohung der
lokalen Konzentration von Proteinen, die Verandgrder subzellularen Proteinlokalisation
und die Zusammenfugung grof3er Multiproteinkomplesiamitteln (108). Da eine Expression
von PRAX1 im mesolimbischen System der Ratte identifiziegtden konnte, sind neuropsy-
chiatrische Stérungen wie Demenz, Schizophrenieaifektive Stérungen als mogliche mit
diesem Gen assoziierte Erkrankungen anzuseherlL.dkums fir die hereditdre degenerative
Demenz wurde auch der Region 22 des Chromsomdéasehrieben (16). D&RAX1-Gen
stellt jedoch auch ein mdgliches Kandidatengendiém Typ-2-Diabetes bzw. das metaboli-
sche Syndrom dar. Der periphere Benzodiazepin-Rezegt am intramitochondrialen Cho-
lesteroltransport fir die Steroidbiosynthese bigteilnd scheint auf diese Weise mit den Kkli-
nischen Auspragungen des metabolischen Syndronmteragieren. Durch seine enge Kopp-
lung mit den Mitochondrien und seine mitochondribtkalisation werden dem peripheren
Benzodiazepin-Rezeptor auch Aufgaben in der Ap@pémulation und im Antioxidanzien-
metabolismus, der bei Typ-2-Diabetikern signifikadinderungen zeigt, zugeschrieben. Aus
diesen Grinden wurde in dieser Studie eine indellduGenotypisierung eines SNPs in
PRAX1 durchgefihrt. Dieser SNP PRAX1 kann in einer homozygoten Form fir C, homo-
zygot fur T oder heterozygot vorliegen. T ist aés gorozentual haufiger vorkommende Allel
(A1) anzusehen. Wurden jeweils die genotypisch tmygoten Typ-2-Diabetikerinnen mit
den homozygoten weiblichen Kontrollen in ihrem Ggpoverglichen, ergab sich ein signifi-
kanter Unterschied: Es konnte ein 10,2fach erhdhyes2-Diabetes-Risiko bei Vorliegen des
prozentual haufigeren Allels (Al) T errechnet werdBie funktionellen Auswirkungen die-
ses SNPs sind noch unbekannt. In der Literatur bisder keine Assoziationen von Poly-
morphismen inPRAX1 mit Typ-2-Diabetes beschrieben worden. Unser Hrgekonnte je-
doch zeigen, da€8RAX1 durchaus ein Gen ist, dessen mogliche Rolle begipiZFDiabetes
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein sollte.
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Zusatzlich wurde der SNP FCH-0460 fur eine indielt®s Genotypisierung herangezogen.
Dieser Polymorphismus liegt in einem der vier Exars der chromosomalen Position
111996293 des 44,66 Kilobasen umfassenden BBR4R3A (MIM# 600917(113), Protein
Phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3®glches fur die regulatorische Untereinheit
3A der glykogen-assoziierten Form der Protein Phatgse 1 kodiert. Das Gen liegt auf
Chromosom 7 im Bereich q11.23-g21.11. Die glykogspaiierte Form der Protein Phospha-
tase 1 (PP1), die vor allem im Skelettmuskel |shett ist, ist ein Heterodimer, bestehend aus
einer katalytischen und regulatorischen Untereinti#?1G). Die regulatorische Untereinheit
bindet mit hoher Affinitdt an Muskelglykogen undhéht so die Dephosphorylierung von
glykogengebundenen Substraten fir die Protein Pladape 1. Aufgrund eines Insulinreizes
findet eine Phosphorylierung an Ser46 der regukatben Untereinheit statt, wodurch die
Aktivitat der PP1 erhoht wird. Phosphorylierung $er46 aufgrund eines Adrenalinstimulus
fuhrt zur Dissoziation der katalytischen von degulatorischen Untereinheit und inhibiert die
Glykogensynthese. Aufgrund dieser Funktionen lregjte, dasPPP1R3A an der Entstehung
von Typ-2-Diabetes und Adipositas beteiligt seimrkaBisher konnte eine Familie europai-
scher Herkunft identifiziert werden, deren Famitretglieder an schwerer Insulinresistenz
litten und die heterozygote Frameshift- bzw. vdigei Stopp-Mutationen in beiden vonein-
ander unabhangigen GeneRP1R3A und PPARG aufwiesen (130). Die hier aufgezeigte Ko-
inzidenz von funktionell wirksamen Mutationen in ewerschiedenen Genen konnte ein
Modell fir modifizierte Interaktion von Proteineardtellen, die metabolischen Erkrankungen
wie dem Typ-2-Diabetes zugrunde liegen kdnnen. Add#da konnte in einer anderen Studie
der haufige Asp905Try-PolymorphismusRPP1R3A mit Insulinresistenz assoziiert werden.
Hierdurch kénnte die grofRe Variation in der insstimulierten Glykogensynthese bei Kauka-
siern erklart werden (60). Diese Variante schiechamit der Entstehung einer Adipositas zu
interagieren und eine Hypersekretion von Insuliodn&lukosegabe zu produzieren. Als Indi-
kator fur das Typ-2-Diabetes-Risiko war der Asp9@5FPolymorphismus jedoch nicht signi-
fikant (60). Des Weiteren wurde ein haufiger 5bgelrion/Deletions-Polymorphismus in
einem mRNA-stablisierenden AU(AT)-reichen Elemamtdrhalb des 3' untranslatierten Be-
reiches (3'-UTR) deBPP1R3A-Gens untersucht. Dieser Polymorphismus war sigamiti mit
einem veranderten 2-Stunden-postprandialen Glukexdebei kanadischen Ureinwohnern
(Oji-Cree) mit Typ-2-Diabetes oder verminderter Kalsetoleranz assoziiert (69). Oji-Cree,
die homozygot fir das Deletionsallel waren, wiesagnifikant niedrigere 2-Stunden-
postprandiale Plasmaglukosespiegel auf als Patienteanderen Genotypen. In unserer Stu-
die ergab der Vergleich der Genotypen des SNP<li@mosomalen Position 111996293
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von PPP1R3A weder bei homozygoten noch bei heterozygoten Fijabetikern bzw. Kon-
trollen fir das haufigere T- oder G-Allel einenrsftkanten Unterschied. Eine mdgliche Ur-
sache, warum in unserer Studie kein Zusammenhaiggchzen Typ-2-Diabetes und diesem
Polymorphismus des Ge®PP1R3A ermittelt werden konnte, liegt in der Heterogemndér
Erkrankung. Unterschiedliche Bevolkerungen weisersehiedene Suszeptibilitatsgene oder
Genkombinationen auf, die zu Typ-2-Diabetes praiggen. Folglich konnen Variationen
im PPP1R3A-Gen existieren, die zwar in anderen Populatioaé&ey nicht bei unseren Stu-
dienteilnehmern das Typ-2-Diabetes-Risiko beeistns AuRerdem ist denkbar, dass nicht
alle Polymorphismen iRPPP1R3A fiir den Typ-2-Diabetes relevant sind und dassdgedke-

ser hier analysierte Polymorphismus fur den Typi@bBtes keine Bedeutung hat.

Auch der SNP FCH-0912 wurde individuell genotypisidr liegt in einer Downstream-
Region des GenGPX-1 (MIM# 138320 (113) Glutathion Peroxidase) auf @hosom 3 in
der Bande p21.3. Der Polymorphismus ist in der mimsomalen Position 48737066 lokali-
siert. Die vonGPX-1 kodierte Glutathion-Peroxidase schuitzt Zellenaxidativen Stressoren
und Neurone vor Peroxiden (28). Veranderte Plasiegspder Glutathion-Peroxidase konn-
ten bei Patienten mit hamolytischen Anamien bedledckverden (116). Ein GCG-
Trinukleotid-Polymorphismus irGPX1 bzw. Homozygotie fir das 6 Repeats umfassende
Allel konnte mit humanen myeloischen Leukadmie-Zi#in assoziiert werden (135). Die
Gluthation-Peroxidase spielt als Antioxidans jedeelth beim Typ-2-Diabetes eine Rolle
und ist deshalb als Kandidatengen fir den Typ-2b&bes in Betracht zu ziehen. In Erythro-
zyten konnte bei Typ-2-Diabetikern mit mikrovaskeld Komplikationen eine reduzierte
Aktivitat der Gluthation-Peroxidase im Vergleich anderen Typ-2-Diabetikern nachgewie-
sen werden (82). Im Vergleich zu diabetesfreien tkallen war die Plasma-Gluthation-
Peroxidase-Aktiviat bei Typ-2-Diabetikern in eineeiteren Studien signifikant erniedrigt
(118). Dies macht die Imbalance zwischen Plasmaozién und Antioxidanzien bei Typ-2-
Diabetikern deutlich. Auch in Leukozyten wurde eirexluzierte Gluthation-Peroxidase-
Aktivitat bei Typ-2-Diabetikern beobachet; eine rigige Erklarung fir erhéhte Infektionsra-
ten bei Typ-2-Diabetikern (109). Ein kausaler Zusanhang zwischen Plasma-Spiegeln
dieses Enzyms und der Insulinsekretionsstorung pdekreatischerf-Zellen bei Typ-2-
Diabetikern ist denkbar. Der in unserer Studie ysiaite Polymorphismus iGPX-1 weist
das prozentual haufiger vorkommende Allel (A1) @modas seltenere Allel (A2) T auf. Die
Genotyphaufigkeiten dieses SNPs zeigten jedoch mieeieder Beriicksichtigung noch bei
der Vernachlassigung des Geschlechts der Studeghener einen signifikanten Unterschied
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zwischen den Gruppen. Aus diesem Grund scl@iX-1 fur den Typ-2-Diabetes in unserer

Population keine entscheidende Rolle zu spielen.

Der SNP GP03 016992114 befindet sich in einem mntnod der SNP FCH-2383 in einem
Exon des mit Typ-2-Diabetes assoziierten GERARG (MIM# 601487 (113)). Das Gen
liegt auf Chromosom 3, in der Bande p25. Beide SBIRd 1.715 Basenpaare voneinander
entfernt. Der SNP GP03_ 016992114 befindet sichematiromosomalen Position 12324141
und der SNP FCH-2383 in der Position 123224FARG enthalt 9 Exons und umfasst mehr
als 100 kb. Es kodiert fur den Peroxisomen-Pralifen-Aktivierten Rezeptor Gamma. Die
Peroxisomen-Proliferation-Aktivierten Rezeptorerlleh nukledre Transkriptionsfaktoren
dar und regulieren die Transkription verschiedeBene. Es gibt drei Subtypen von PPAR,
namlich PPAR-alpha, PPAR-delta und PPAR-gamma. RPABheint bei der Differenzie-
rung von Adipozyten involviert zu sein und ist auletAdipozyten in hohen Levels exprimiert
(39). Ein haufiger kodierender PolymorphismusPPARG ist die Prol2Ala-Substitution im
Codon 12, in dieser Studie der SNP FCH-2383 (1B8).zwei kaukasischen Kohorten war
die Prol2Ala-Mutation bzw. das Alanin-Allel mit @m hoheren BMI assoziiert (13). Das
Alanin-Allel konnte jedoch auch mit einem erniedeig BMI und verbesserter Insulinsensiti-
vitat in einer finnischen Population assoziiert et (30). Eine signifikante odds ratio fur die
Assoziation des Prolin/Prolin-Genotyps mit Typ-2abétes wurde bei Amerikanern japani-
scher Herkunft beobachtet (30). In einer weitereri® konnte ein signifikanter Anstieg des
Typ-2-Diabetes-Risikos auch mit dem haufigeren iR+Allel vergesellschaftet werden (4).
Bei kanadischen Oji-Cree hingegen war das AlanieiAtark mit Typ-2-Diabetes bei Frauen
assoziiert. Bei weiblichen Tragern des Alanin-Alelurde ein signifikant friiheres Einsetzen
des Typ-2-Diabetes beobachtet (68). Bei Koreanemmie der Prol2Ala-Polymorphismus
weder mit Typ-2-Diabetes noch mit Adipositas assozwerden (112). In einer Metaanalyse
konnte die Assoziation zwischen Typ-2-Diabetes dach Pro12Ala-Polymorphismus bestéa-
tigt werden. Dabei wurde eine Typ-2-Diabetesresistait dem Alanin-Allel und eine Anfal-
ligkeit fur Typ-2-Diabetes mit dem Prolin-Allel asgiert (97). Der Prol2Ala-
Polymorphismus war auch mit dem Insulinresistendsym vergesellschaftet (66). Bei Da-
nen schien Homozygotie des Alanin-Allels mit einexduzierten Risiko fur das Insulinresis-
tenzsyndrom verbunden zu sein (49). Des Weiteremlevuzwei verschiedene heterozygote
Mutationen in der ligandenbindenden Domane RPBARG (Pro467Leu und Val290Met) bei
drei Personen mit schwerer Insulinresistenz besban (12). In unserer Studie wurde zusatz-

lich zum Prol2Ala-Polymorphismus ein intronischetyforphismus inPPARG analysiert,
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Uber den noch keine Daten in der Literatur vorliedg@ie beiden moglichen Basen dieses Po-
lymorphismus an der chromosomalen Position 12324i#d A oder G, wobei G das prozen-
tual haufigere Allel (A1) darstellt. Beim Vergleiaker Typ-2-Diabetiker mit den Kontrollen
ohne Bericksichtigung des Geschlechts gab es bsemi SNP ein signifikantes Ergebnis:
Bei Typ-2-Diabetikern und Kontrollen, die homozydat die prozentual haufigeren Allele
(A1) G bzw. homozygot fur die prozentual seltenefdiele (A2) A sind, ergab sich bei ei-
nem p-Wert von 0,0311 ein 2,7fach erhdhtes Typ-@bBies-Risiko des prozentual haufige-
ren Allels (Al) G. Bei der individuellen Genotymsing des Prol2Ala-Polymorphismus
zeigte sich kein signifikantes Ergebnis, jedochT@end in dieselbe Richtung wie beim intro-
nischen SNP in diesem Gen. Der SNP in einem niclikenden Bereich zeigt ein
Kopplungsungleichgewicht zum Prol2Ala-Polymorphisman. Er kann moglicherweise
selbst funktionelle Auswirkung haben, wenn er ineen regulatorischen Bereich des Gens

(Enhancer, Promotor oder Ahnliches) liegt.

In der nachfolgenden Abbildung sind die Gene dedigser Studie signifikant mit Typ-2-

Diabetes assoziierten SNPs und bisherige wichtigeZFDiabetes-Kandidantengene grafisch
dargestellt. Ubereinstimmungen zwischen den Typdb&tes-relevanten Genen in unserer
Studie und bisherigen Kandidatengenen sind in meggbe hervorgehoben. Die weiteren in

unserer Studie identifizierten Assoziationen siclivgarz dargestellt.
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2 Typ-2-Diabetes und Krebserkrankungen

Ein Ziel der Studie war, zu ermitteln, ob Eltermvbyp-2-Diabetes-Patienten im Vergleich

zu Eltern der Kontrollkollektive unterschiedlichedbsinzidenzen aufweisen.

Die meisten Krebserkrankungen zeigen in diversemi&h bei Typ-2-Diabetikern héhere
Pravalenzen. Jedoch scheint es zwischen Prostaitataren und Typ-2-Diabetes eine nega-
tive Assoziation zu geben, die in manchen (128;1&Bgr nicht in allen Untersuchungen
(145) festgestellt werden konnte. Es wurde die Amesa der Eltern der Typ-2-Diabetiker
und Kontrollen hinsichtlich Krebserkrankungen ertiobDa erstgradig Verwandte, hier Typ-
2-Diabetes-Patienten und ihre Eltern, 50 % idehéiscErbgut aufweisen, lasst die Betrach-
tung der elterlichen Krebserkrankungen auch Rudlissbk auf eventuelle gemeinsame gene-

tische Risikofaktoren fur Krebserkrankungen und-RyPiabetes zu.

Kritisch betrachtet werden muss, dass unsere Kigruppe im Durchschnitt ca. 14 Jahre
junger als die Patientengruppe war. Erhdhte Kreid@mzen bei den Eltern der hier unter-
suchten Diabetes-Studiengruppen sind deshalb, wbarhaupt, im Zusammenhang mit be-
reits gemachten Beobachtungen anderer Studienwertas. Diese erhdhten Krebsinziden-
zen wurden bei den Muttern der Typ-2-Diabetiker Keibserkrankungen der Leber und ab-
leitenden Gallenwege und beim Magenkrebs beobad@deten Vatern der Typ-2-Diabetiker

war die Inzidenz von Pankreaskarzinomen signifilehtht.

Fur Krebserkrankungen der Leber und ableitendete@a&ége waren in der Literatur schon
hohere Pravalenzen bei Typ-2-Diabetikern beschniet@den (1;145). Wir kdnnen dies nun
auch fur Mitter von Typ-2-Diabetikern bestéatigeie Rausalen Mechanismen flr ein erhoh-
tes Leberkrebsrisiko bei Typ-2-Diabetikern bzw.aetteMutter sind unklar. Bisher konnte ein
erhohter Alkoholkonsum als gemeinsamer Risikofakiwr Typ-2-Diabetes und Leberkrebs
erhoben werden (9;31;145). Es ist moglich, dassLdiger von Personen mit einer geneti-
schen Typ-2-Diabetes-Pradisposition Anderungenetistoffwechsel erfahrt, die zu Nekrose
und Zirrhose fuhren kdnnen (137;155). Dies kannZdilbproliferation stimulieren, was wie-

derum den Prozess der Leberkarzinogenese fordatj.(Krebserkrankungen der ableitenden
Gallenwege konnten bei Frauen mit Adipositas uratraiem Fettverteilungstyp assoziiert
werden. Dies konnte darauf beruhen, das bei Haggkm kanzerogene Risikofaktoren wie

Gallensteine, hohe Cholesterinspiegel in der Ghillssigkeit und hohe endogene Ostrogen-
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spiegel gehauft vorliegen (160). Weil Adipositas yp-2-Diabetes assoziiert ist, kbnnte der
erhohte Anteil an Krebserkrankungen der Gallenwagiediese Weise erklart werden. Es
wird angenommen, dass Adipositas und Typ-2-Diabetibseise durch dieselben Gene be-
einflusst werden. Dieser zu Adipositas und Typ-2Hgites pradisponierende genetische Hin-
tergrund konnte folglich fir die erhohte Zahl anll@avegskarzinomen bei den Muttern der

Typ-2-Diabetiker verantwortlich sein.

Das Verhéltnis zwischen Magenkrelosd Typ-2-Diabetes ist weitgehend unbekannt. lerein
Fall-Kontroll-Studie zu Typ-2-Diabetes und dem Rasfir verschiedene Krebserkrankungen
war kein erhéhtes Magenkrebsrisiko festgestelltdear(90). Calpain-10 konnte jedoch kiirz-
lich als Suszeptibilitatsgen fur den Typ-2-Diabatentifiziert werden (72), wahrend Calpain
9 ein Suppressor fur Magenkrebs zu sein scheint &randerungen in dieser Genfamilie
konnten sowohl das Risiko fiir Typ-2-Diabetes alshaiiir Magenkrebs erhohen. Damit liel3e
sich z. B. erklaren, warum die gesteigerte Magdmpeivalenz bei den Muttern der Typ-2-

Diabetiker im Vergleich zu den Mttern der Kontewllsignifikant erhéht war.

Der Zusammenhang zwischen Typ-2-Diabetes und Paskaezinomerist der Gegenstand

zahlreicher Studien, da beide Erkrankungen dasselgan betreffen. Es wird kontrovers

diskutiert, ob Typ-2-Diabetes einen Risikofaktor flie Entwicklung eines Pankreaskarzi-
noms darstellt, oder ob Typ-2-Diabetes als einbdriflanifestation dieser Krebserkrankung
anzusehen ist (44). Bei den Vatern der Typ-2-Digbetwurden in unserer Studie hdhere
Inzidenzen des Pankreaskarzinoms beobachtet, wasderen Untersuchungen auch schon
bei Typ-2-Diabetikern gezeigt werden konnte (26,42s legt nahe, dass Typ-2-Diabetes
Uber seine genetische Grundlage ein Risiko fir Raskarzinome darstellt. Man geht auf-
grund diverser Studien davon aus, dass Typ-2-Degbetr allem ein Risikofaktor fur ein

Pankreaskarzinom darstellt, wenn der Typ-2-Diabééeger als 5 Jahre besteht. Typ-2-
Diabetes koénnte dabei aufgrund von Veranderungernnsulinspiegel (Hyperinsulinamie)

und von gastrointestinalen Hormonlevel, die auchetjech determiniert sein konnten, die
Pankreaskarzinom-Entstehung férdern. Es konnterautchgewiesen werden, dass Insulin
das Wachstum von isolierten menschlichen Pankresza vitro induziert (45). Solche hy-

perplastischen Veranderungen treten in Inselzeliénwenn der endokrine Pankreasteil ver-
sucht, die bei insulinresistenten Typ-2-Diabetikeemétigten erhéhten Insulinmengen bereit-
zustellen. Dieser Zustand konnte den Pankreasligefafir hormonale Verdnderungen, die

mit Typ-2-Diabetes assoziiert sind, und fur Kargane machen.
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Signifikant niedrigere Krebsinzidenzen bei den iraréhschnitt alteren Eltern der Typ-2-
Diabetiker sind in Hinsicht auf die im Allgemeinemnt zunehmendem Alter steigende Anzahl
an Krebsfallen besonders aufféllig. Diese ernigdrigkrebsinzidenzen wurden bei den Mut-
tern der Typ-2-Diabetiker beim Cervixkarzinom unei lden Vatern der Typ-2-Diabetiker
beim Pankreaskarzinom aufgezeigt.

Die signifikant niedrigeren Inzidenzen von Krebsarkkungen der Cervix uteri bei Mittern
der Typ-2-Diabetiker legen einen Schutz von TypidHetes vor Cervixkarzinomen nahe,
was jedoch in der Literatur noch nicht beschrielvande. Im Gegensatz dazu konnte in we-
nigen Studien sogar eine positive Assoziation zZwascTyp-2-Diabetes und Cervixkarzino-
men festgestellt werden (165;166). Die meisten i8tudehen jedoch davon aus, dass Typ-2-
Diabetiker ein erhdhtes Risiko fur Endometriumkaome, nicht fur Cervixkarzinome, besit-
zen (2;6). Unsere Ergebnisse sind wegen des holdiens der Mitter der Typ-2-Diabetiker

im Vergleich zu den Mittern der Kontrollen eherla¢sonders zuverlassig zu werten.

In unserer Studie litten die Vater der Typ-2-Dialkat zu einem geringeren Teil an Prostata-
karzinomen. Weil das Alter der Patienten im Durtimsit 14,3 Jahre tber dem Alter der Kon-
trollen lag, waren aufgrund des Altersunterschiedsden Eltern der Patienten tendenziell
hohere Inzidenzen fir Prostatakarzinome zu erwagemesen. Die Aussagekraft niedriger
Inzidenzen beim Prostatakarzinom von Vatern derZyRabetiker ist deshalb als besonders
relevant zu werten. Ein reduziertes Risiko fur Batakarzinome bei Typ-2-Diabetikern war
auch in verschiedenen anderen Studien beschrieloedew (128;157). Der mogliche Zu-
sammenhang zwischen Typ-2-Diabetes und Prostatakaren stellt sich wie folgt dar: Typ-
2-Diabetes geht mit einer Insulinresistenz am enign Gewebe und kompensatorischer
Hyperinsulinamie einher. Erhohte Insulinspiegeliedrnigen die Konzentrationen der IGF-
bindenden Proteine 1 und 2 und reduzieren die Rllasnzentration von IGF-1 (79). Insulin
verringert auch die hepatische Synthese und deamlspiegel von SHBG, was bei Mannern
zu einer Reduktion des zirkulierenden Testosteftihg (80). Epidemiologische und Klini-
sche Beobachtungen zeigen, dass IGF-1 und Andratdgsh&/achstum von Prostatakarzino-
men fordern kdnnen (18;25). Bei M&nnern, die eiiveden Typ-2-Diabetes typische Adiposi-
tas und chronische Hyperinsulinamie aufweisenglmefplglich erniedrigte Testosteron-, Os-
trogen- und IGF-1-Konzentrationen im Plasma vorgwoh ein Wachstumsreiz auf die Pros-
tatazellen wegfallt. In Hinblick auf diese durchpFg2-Diabetes hervorgerufenen Veranderun-
gen im endogenen Hormonmetabolismus erscheint Reduktion des Prostatakarzinom-

55



Risikos bei Diabetikern und deren Véater biologiptéwsibel. Als genetischer Faktor, der so-
wohl das Typ-2-Diabetes- als auch das Prostatal@reiRisiko beeinflussen konnte, kommt
das GerPPARG in Betracht. Genetische Variantionen RRARG, vor allem der Prol2Ala-

Polymorphismus, konnten mit einer erhéhten Inzidemz Typ-2-Diabetes assoziiert werden
(4;68). Zusatzlich wurde gezeigt, dd&BARG in menschlichen Prostatakarzinom-Zelllinien
exprimiert wird (110). Dabei bt die Aktivierungedies Rezeptors einen inhibitorischen Ef-

fekt auf das Wachstum von Zelllinien des Prostateakams aus.

Obwohl bei der statistischen Auswertung der Krebsaresen eine multiple Testung vorlag,
musste keine Alpha-Adjustierung durchgefiihrt werdeies ist daraus abzuleiten, dass der
Zusammenhang zwischen Typ-2-Diabetes und Prostatakenen im Vordergrund stand und

die restlichen Ergebnisse als rein deskriptiv zuaafiten sind.
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3 Schlussfolgerung aus der Arbeit

Polymorphismen in den GenéflLA-B, F5, KIF4A, RBPSUH, AVPR2, MFGES, CYP1B1,
ABL1, STX7, INPP5D, Q9NSQO, Q96GB2, PABPC3, SLC6A2, FBN1, SLC6A5, 095784,
QINUS/, BLZF1, FADD und C210RF56 zeigten in unserer Studie eine Assoziation mit Typ-
2-Diabetes. Drei dieser Gen€ADD, BLZF1 und C210RF56) scheinen fir den Typ-2-
Diabetes besonders relevant zu sein, da deren SHNRshl bei den Frauen als auch bei den
Mannern ein signifikantes Resultat zeigten. Insofgelang eine Replikation der Ergebnisse
innerhalb der untersuchten Populationen. Im GBRSUH wurden zwei Polymorphismen
analysiert, die beide signifikant mit Typ-2-Diaketassoziiert waren. Auch hier scheinen
falsch positive Ergebnisse eher unwahrscheinlice.Rdlle der Gen®RAX1 und PPARG als
mogliche Kandidatengene fiur den Typ-2-Diabetes k@unrch die individuelle Genotypisie-
rung in unserer Studie bestatigt werden. Das GIeX1 kam durch unsere Ergebnisse bei der
individuellen Genotypisierung nicht als Suszepitiisgen fir den Typ-2-Diabetes in Be-
tracht. Der individuell genotypisierte Polymorphissnim GenPPP1R3A zeigte in unserer
Studie keinen Zusammenhang mit Typ-2-Diabetes, dbw@hrere Polymorphismen in die-
sem Gen in anderen Studien bereits eine Assozigaaaigt hatten. Aus diesem Grund schei-
nen nicht alle Polymorphismen oder nur in einertibeaten Ethnie vorliegende Poly-

morphismen irPPP1R3A fur den Typ-2-Diabetes relevant zu sein.

Bei den durchschnittlich alteren Eltern der Typ-dietiker sind erhohte Krebserkrankungen
in der Anamnese beschrankt aussagekraftig. Didsfigildie bei den Eltern der Typ-2-
Diabetiker erhdhten Zahlen des Karzinoms der Leiner ableitenden Gallenwege, des Ma-
genkarzinoms und des Pankreaskarzinoms. Hier konatioch die bereits vorliegenden Da-
ten Uber erhohte Inzidenzen bei Typ-2-DiabeteseRtedn selbst unterstiitzt werden. Niedrige-
re Inzidenzen von Krebserkrankungen bei den EltemTyp-2-Diabetiker sind zuverlassig
interpretierbar. Vater bzw. Mutter von Typ-2-DiadetPatienten erkrankten seltener an Pros-
tatakarzinomen bzw. bosartigen Tumoren der CeBigse Beobachtung wurde bisher ledig-
lich, allerdings auch kontrovers, bei Typ-2-Diaketn selbst gemacht. Diese Daten lassen
darauf schliel3en, dass Gene an der Assoziatiorckzenseinem erhdhten Typ-2-Diabetes-

Risiko und niedrigeren Inzidenzen fir Prostata- Gedvixkarzinomen beteiligt sind.
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4 Ausblick

Die molekulargenetische Forschung steht am An&ings Prozesses, in dem neue Medika-
mente fur die beforschte Erkrankung entwickelt veerdollen. Dabei dient die Identifikation
an der Erkrankung beteiligter Gene der Charakerusig von Proteinen oder Targets, die

moglicherweise pharmakologisch beeinflusst werdiamien.

Die Identifizierung von signifikant mit Typ-2-Diabtes assoziierten SNPs in dieser Studie
stellt eine Grundlage fur eine Reihe von Folgewuenungen zur Validierung dieser Poly-
morphismen dar. Notwendig erscheint, Untersuchungegleichen und unterschiedlichen

ethnischen Populationen zur Uberpriifung der Ergslendurchzufiihren. Die Replikation der
assoziierten Polymorphismen in derselben ethnis&tedienpopulation wiirde die Mdglich-

keit, dass SNPs falsch positiv assoziiert wurdeissehlielRen. Die Untersuchung der Poly-
morphismen in anderen ethnischen Bevdlkerungentktrgigen, ob die SNPs populations-
spezifisch sind, d. h., ob sie nur in einer bestiemBevdlkerungsgruppe mit einem erhdéhten
Typ-2-Diabetes-Risiko assoziiert sind. Es war ihlmachen Untersuchungen der Fall, dass
klare Assoziationen eines SNPs mit dem Typ-2-Diab&t anderen Ethnien nicht repliziert
werden konnten. Die durch unsere UntersuchungeddiirTyp-2-Diabetes ins Interesse ge-
rickten chromosomalen Genorte missen dartiber hthaah ein dichteres Netz an SNPs in
diesen Regionen untersucht werden. Es kdnnte agfdendtersucht werden, ob die in dieser
Studie identifizierten Gene in fur den Typ-2-Diadsetrelevanten Geweben, wie Adipozyten
oder pankreatischefrZellen, hoch- bzw. herunterreguliert sind. Des Mfein wére es sinn-

voll, diese Gene gezielt an Knock-out-OrganismemB.2Mausen, zu untersuchen. Dabei soll-
ten phanotypische Merkmale dieser Tiere, die eindazierten Defekt in diesen Genen auf-
weisen, analysiert und eine etwaige UbereinstimmmitgTyp-2-Diabetes oder assoziierten
Erkrankungen festgestellt werden. Weiterhin korgetestet werden, ob die hier identifizier-
ten Polymorphismen in Subtypen des Typ-2-Diabeted3. bei Patienten mit bestimmten

Folgeerkrankungen, starkere Assoziationen aufweadein den Gesamtkollektiven. Interes-
sant ware auch, eine genotypische Substratifizgedumchzufiihren. Dabei wirde man Typ-2-
Diabetiker mit dem risiko-assoziierten Allel TypEabetikern mit dem nicht-assoziierten

zweiten Allel gegenlberstellen und z. B. genomvagialysieren. Dadurch kdnnten maogli-
cherweise weitere Gene identifiziert werden, dieearem erhéhten Typ-2-Diabetes-Risiko

mitbeteiligt sind.
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Mit dieser Studie konnte weiterhin gezeigt werdtass Véater von Patientinnen und Patienten
mit Typ-2-Diabetes signifikant seltener an Prosatainomen erkrankt waren. Mutter dieser
Patienten waren weniger haufig an Cervixkarzinoewanankt. Dieser Zusammenhang deutet
auf genetische Faktoren hin, die in einem Netzveerk Genen, Proteinwirkungen und Um-
weltfaktoren einerseits flr Typ-2-Diabetes pradispcen, andererseits aber Krebs-Risiken
senken. Solche Beobachtungen sollten dazu motiviedie biologischen Funktionen viel-

schichtig zu sehen, und beim Eingreifen in diesafdexen Netzwerke, z. B. durch Wirkstof-

fe, im Auge zu behalten, dass damit zunachst unteteaEffekte in ganz anderen Organsys-

temen oder Stoffwechselwegen bzw. Funktionen depd€é nicht unwahrscheinlich sind.
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Zusammenfassung

Der Typ-2-Diabetes wird als multifaktorielles Krdmgitsbild durch die Interaktion von erbli-
chen Merkmalen mit diversen Risikofaktoren hervoufEn. Wahrend Risikofaktoren wie
beispielsweise Adipositas, Bewegungsmangel undtitiabusus weitgehend aufgeklart sind,
liegt die komplexe Genetik dieser Erkrankung noaitgehend im Dunkeln, da bisher nur
wenige und dann tUberwiegend bevdlkerungsspezifiSciszeptibilitdtsgene identifiziert wer-
den konnten. Ziel der vorliegenden Untersuchung avarldentifikation bisher unbekannter
mit Typ-2-Diabetes vergesellschafteter molekulaegissher Marker und die Uberprifung
der Relevanz von Polymorphismen in bereits bekanmigp-2-Diabetes-Kandidatengenen in

unserer Population.

Im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie wurde eine T34iabetesgruppe und eine Kontroll-
gruppe aus Blutspendern zusammengestellt. Zur &ntbung erblicher Faktoren fir den
Typ-2-Diabetes wurden ca. 1.560 genomweit vertdtitdymorphismen herangezogen. Au-
Rerdem wurden funf Polymorphismen in Typ-2-Diabefeszifischen Kandidatengenregio-
nen individuell genotypisiert. Die Genotypisierungrfolgte mittels MALDI-TOF-

Massenspektrometrie, wobei zum einen vier DNA-Pgelildet und zum anderen individu-

elle DNA-Proben der Studienteilnehmer verwendetdear

Bei der Untersuchung der erblichen Faktoren fir @igp-2-Diabetes konnten aus den ge-
nomweit verteilten ca. 1.560 SNPs bei den FrauenrDbei den Ménnern 5 Polymorphis-
men signifikant mit Typ-2-Diabetes assoziiert werdBiese SNPs liegen in den bisher noch
nicht mit Typ-2-Diabetes in Zusammenhang geseh&emrenHLA-B, F5, KIF4A, RBPSUH,
AVPR2, MFGES8, CYP1B1, ABL1, STX7, INPP5D, QINSQO, Q96GB2, PABPC3, SLC6A2,
FBN1, SLC6A5, 095784, QINUS?7, BLZF1, FADD, C210RF56. Fir drei dieser SNPs, die in
den GenerrFADD, BLZF1 und C210RF56 lagen, sind falsch positive Ergebnisse unwahr-
scheinlich, weil sowohl bei den Frauen als auchdeei Mannern signifikante Ergebnisse vor-
liegen. Falsch positive Effekte sind auch beim GBRSUH unwahrscheinlich, da hier beide

analysierten SNPs bei weiblichen Studienteilnehreg@ra statistische Signifikanz aufwiesen.

An einer Auswahl von fiinf Polymorphismen wurde getg ob bisher beschriebene Typ-2-
Diabetes-Kandidatengene auch in unserer Populatibreinem erhdhten Risiko fur diese

Erkrankung vergesellschaftet sind. Bei der indieitkn Genotypisierung dieser SNPs identi-
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fizierten wir Assoziationen in den Gen®@RAX1 und PPARG. Beim GenPRAX1 war das
haufiger vorkommende T-Allel (A1) mit einem 10,2fi@n Risiko bei Frauen mit Typ-2-
Diabetes assoziiert. Das prozentual haufigere @®tAJALl) des 1.715 Basenpaare vom
Prol2Ala-Polymorphismus entfernten intronischen SN&s GenBPPARG zeigte ein 2,7fach
mit Typ-2-Diabetes assoziiertes Risiko unabhangignvGeschlechtPRAX1 und PPARG

konnten somit als Kandidatengene fur den Typ-2-Blied bestatigt werden.

Ein weiterer in dieser Arbeit untersuchter Aspeldrwler Zusammenhang zwischen Typ-2-
Diabetes und Krebserkrankungen. Bei Typ-2-Diabetikeurden in mehreren Studien erh6h-
te Raten an vielen verschiedenen Krebserkrankubhgehachtet. Zum Teil konnte aber auch
ein protektiver Effekt des Typ-2-Diabetes auf bmastte Krebserkrankungen nachgewiesen
werden. Dabei kdnnten erbliche Faktoren eine bedewt Rolle zu spielen. Dieser Zusam-
menhang sollte durch die Untersuchung der Krebd@mzen der Eltern der hier untersuchten,
vergleichsweise grofRen Patienten- und KontrollkoiNen weiter aufgeklart werden. Mithilfe
anamnestischer Angaben wurde festgestellt, obrirGdeppe der Eltern der Typ-2-Diabetes-
Patienten unterschiedliche Inzidenzen von Krebaakangen nachweisbar waren. Da die
Gruppe der Typ-2-Diabetiker bei Aufnahme in diedstum Durchschnitt ca. 14 Jahre alter
war, wurden hdhere Krebsinzidenzen in der Grupperdé&ltern in dieser Studie lediglich
beschrieben, aber nicht weiter interpretiert. Dagegind die erniedrigten Pravalenzen von
Cervixkarzinomen bei den Muttern und Prostatakarni@n bei Vatern der Typ-2-Diabetiker
besonders zuverlassig interpretierbar. Der scheiptmtektive Effekt des Typ-2-Diabetes auf
die Entstehung von Cervixkarzinomen ist dabei eiege Erkenntnis, die in der Literatur
noch nicht beschrieben wurde. Mit dieser Studienkemyezeigt werden, dass Vater von Pati-
entinnen und Patienten mit Typ-2 Diabetes seltameProstatakarzinomen erkrankten. Be-
kannt war, dass Typ-2-Diabetiker selbst seltenediasem bdsartigen Tumor litten. Unsere
Daten legen deshalb nahe, dass auch erbliche Eakdordiesem scheinbar protektiven Effekt
der Typ-2-Diabetes-Erkrankung auf das Prostatakamzibeteiligt sind.

61



Anhang

1 Literaturverzeichnis

1. Adami,HO, Chow,WH, Nyren,O, Berne,C, Linet, Mbom,A, Wolk,A, McLaugh-

62

lin,JK, Fraumeni,JF, Jr.: Excess risk of primaxgficancer in patients with diabetes
mellitus.J.Natl.Cancer Inst. 88:1472-1477, 1996

Adami,HO, McLaughlin,J, Ekbom,A, Berne,C, 8ilmnan,D, Hacker,D, Persson,l: Can-
cer risk in patients with diabetes mellit@ancer Causes Control 2:307-314, 1991

Almind,K, Doria,A, Kahn,CR: Putting the gerfestype Il diabetes on the map.
Nat.Med. 7:277-279, 2001

Altshuler,D, Hirschhorn,JN, Klannemark,M, Lgrén,CM, Vohl,MC, Nemesh,J,
Lane,CR, Schaffner,SF, Bolk,S, Brewer,C, Tuomi,&u@et,D, Hudson,TJ, Daly,M,
Groop,L, Lander,ES: The common PPARgamma Prol2élignmrphism is associated
with decreased risk of type 2 diabetat.Genet. 26:76-80, 2000

Amakawa,R, Jing,W, Ozawa,K, Matsunami,N, HanchgY, Matsuda,F, Kawaichi,M,
Honjo, T: Human Jk recombination signal binding pmotgene (IGKJRB): comparison
with its mouse homologu&enomics 17:306-315, 1993

Anderson,KE, Anderson,E, Mink,PJ, Hong,CP,iui$1, Sellers,TA, Lazovich,D, Fol-
som,AR: Diabetes and endometrial cancer in the aaen's health studZancer
Epidemiol .Biomarkers Prev. 10:611-616, 2001

Attvall,S, Fowelin,J, Lager,I, Von Schenckinith,U: Smoking induces insulin resis-
tance--a potential link with the insulin resistasgadromeJ.Intern.Med. 233:327-332,
1993

Awata,T, Inoue,K, Kurihara,S, Ohkubo, T, Induape, T, Takino,H, Kanazawa,Y,
Katayama,S: Missense variations of the gene redgerfer Wolfram syndrome
(WFS1/wolframin) in Japanese: possible contribubbthe Arg456His mutation to type
1 diabetes as a nonautoimmune genetic bBgishem.Biophys.Res.Commun. 268:612-
616, 2000

Balkau,B, Eschwege,E, Fontbonne,A, ClaudeN&net,JM: Cardiovascular and alco-
hol-related deaths in abnormal glucose tolerantciaioletic subjectdiabetologia
35:39-44, 1992



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Bansal,A, van den,BD, Kammerer,S, HoniscAdam,G, Cantor,CR, Kleyn,P,
Braun,A: Association testing by DNA pooling: aneaffive initial screen.
Proc.Natl.Acad.<ci.U.SA 99:16871-16874, 2002

Barrett, TG, Bundey,SE, Macleod,AF: Neurodegation and diabetes: UK nationwide
study of Wolfram (DIDMOAD) syndromd.ancet 346:1458-1463, 1995

Barroso,l, Gurnell,M, Crowley,VE, Agostini,chwabe,JW, Soos,MA, Maslen,GL,
Williams,TD, Lewis,H, Schafer,AJ, Chatterjee,VKRahilly,S: Dominant negative
mutations in human PPARgamma associated with s@vemén resistance, diabetes
mellitus and hypertensioiature 402:880-883, 1999

Beamer,BA, Yen,CJ, Andersen,RE, Muller,DhgR, Cheskin,LJ, Andres,R, Roth,J,
Shuldiner,AR: Association of the Prol12Ala variamthe peroxisome proliferator-
activated receptor-gammaz2 gene with obesity in@aacasian populationBiabetes
47:1806-1808, 1998

Benjamini,Y, Hochberg,Y: Controlling the FaBiscovery Rate: a Practical and Power-
ful Approach to Multiple Testingl.R. Statist.Soc. 57:289-300, 1995

Bertina,RM, Koeleman,BP, Koster, T, Rosen@#&lDirven,RJ, de Ronde,H, van der
Velden,PA, Reitsma,PH: Mutation in blood coagulatiactor V associated with resi-
stance to activated protein Rature 369:64-67, 1994

Bird, TD, Wijsman,EM, Nochlin,D, Leehey,M, Su8M, Payami,H, Poorkaj,P, Ne-
mens,E, Rafkind,M, Schellenberg,GD: Chromosomenti7reereditary dementia: link-
age studies in three non-Alzheimer families andlfeds with late-onset FADNeurol-
ogy 48:949-954, 1997

Boeckmann,B, Bairoch,A, Apweiler,R, BlatteC\MEstreicher,A, Gasteiger,E, Mar-
tin,MJ, Michoud,K, O'Donovan,C, Phan,l, Pilbout3&hneider,M: The SWISS-PROT
protein knowledgebase and its supplement TrEMBR2G@3.Nucleic Acids Res.
31:365-370, 2003

Bosland,MC: The role of steroid hormonesrimsfate carcinogenesisNatl.Cancer
Inst.Monogr39-66, 2000

Braun,A, Little,DP, Reuter,D, Muller-Mysok,Bpster,H: Improved analysis of mi-
crosatellites using mass spectrome@gnomics 46:18-23, 1997

Buetow,KH, Edmonson,M, MacDonald,R, CliffdRd.Yip,P, Kelley,J, Little,DP,
Strausberg,R, Koester,H, Cantor,CR, Braun,A: Higimighput development and char-
acterization of a genomewide collection of genesbdagngle nucleotide polymorphism

63



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

64

markers by chip-based matrix-assisted laser daeafjunization time-of-flight mass
spectrometryProc.Natl.Acad.Sci.U.S A 98:581-584, 2001

Busch,CP, Hegele,RA: Genetic determinantgpsd 2 diabetes mellitu€lin.Genet.
60:243-254, 2001

Calle,EE, Murphy,TK, Rodriguez,C, Thun,MJ atteCW, Jr.: Diabetes mellitus and
pancreatic cancer mortality in a prospective cobbkinited States adult€ancer
Causes Control 9:403-410, 1998

Cheong,HlI, Park,HW, Ha,IS, Moon,HN, Choi,Yq,KW, Jun,JK: Six novel mutations
in the vasopressin V2 receptor gene causing nephrogliabetes insipidublephron
75:431-437, 1997

Chinnaiyan,AM, O'Rourke,K, Tewari,M, Dixit, VMFADD, a novel death domain-
containing protein, interacts with the death donwiRas and initiates apoptosiell
81:505-512, 1995

Chokkalingam,AP, Pollak,M, Fillmore,CM, Gad,YStanczyk,FZ, Deng,J, Sester-
henn,lA, Mostofi,FK, Fears, TR, Madigan,MP, Ziegh@, Fraumeni,JF, Jr., Hsing,AW:
Insulin-like growth factors and prostate cancguopulation-based case-control study in
China.Cancer Epidemiol.Biomarkers Prev. 10:421-427, 2001

Chow,WH, Gridley,G, Nyren,O, Linet,MS, Ekb&mFraumeni,JF, Jr., Adami,HO:
Risk of pancreatic cancer following diabetes madlita nationwide cohort study in
SwedenJ.Natl.Cancer Inst. 87:930-931, 1995

Czyzyk,A, Szczepanik,Z: Diabetes mellitus aadcerEur.J.Intern.Med. 11:245-252,
2000

de Haan,JB, Bladier,C, Griffiths,P, KelnerMshea,RD, Cheung,NS, Bronson,RT,
Silvestro,MJ, Wild,S, Zheng,SS, Beart,PM, Hertzdglkola,l: Mice with a homozy-
gous null mutation for the most abundant glutataiperoxidase, Gpx1, show increased
susceptibility to the oxidative stress-inducingratgeparaquat and hydrogen peroxide.
J.Biol.Chem. 273:22528-22536, 1998

de Klein,A, van Kessel, AG, Grosveld,G, Bartf@R, Hagemeijer,A, Bootsma,D,
Spurr,NK, Heisterkamp,N, Groffen,J, StephensonAlRellular oncogene is translo-
cated to the Philadelphia chromosome in chroniclotygic leukaemiaNature
300:765-767, 1982

Deeb,SS, Fajas,L, Nemoto,M, Pihlajamaki,Jkikéyen,L, Kuusisto,J, Laakso,M, Fuji-
moto,W, Auwerx,J: A Prol12Ala substitution in PPARgaa2 associated with de-



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

creased receptor activity, lower body mass indekianproved insulin sensitivity.
Nat.Genet. 20:284-287, 1998

Del Vecchio,BC, Gentile,S, Marmo,R, Carbon&bltorti,M: Alterations of glucose
metabolism in chronic liver disead@i.abetes Res.Clin.Pract. 8:29-36, 1990

Despres,JP: The insulin resistance-dyslipidsyndrome of visceral obesity: effect on
patients' riskObes.Res. 6 Suppl 1:8S-17S.:8S-17S, 1998

Dietz,HC, Cutting,GR, Pyeritz,RE, Maslen,Gakai,LY, Corson,GM, Puffenber-
ger,EG, Hamosh,A, Nanthakumar,EJ, Curristin,SNarfan syndrome caused by a re-
current de novo missense mutation in the fibrgjene Nature 352:337-339, 1991

Douglas,JA, Erdos,MR, Watanabe,RM, Braunphndton,CL, Oeth,P, Mohlke,KL,
Valle, TT, Ehnholm,C, Buchanan,TA, Bergman,RN, Cd|FS, Boehnke,M, Tuomile-
hto,J: The peroxisome proliferator-activated recegamma2 Prol2Ala variant: asso-
ciation with type 2 diabetes and trait differend@sbetes 50:886-890, 2001

Duggirala,R, Blangero,J, Almasy,L, Dyer, TDilli&ms,KL, Leach,RJ, O'Connell,P,
Stern,MP: Linkage of type 2 diabetes mellitus ahdge at onset to a genetic location
on chromosome 10q in Mexican AmericaAm.J.Hum.Genet. 64:1127-1140, 1999

Duprez,E, Tong,JH, Derre,J, Chen,SJ, BergéiRn,Z, Lanotte,M: JEM-1, a novel
gene encoding a leucine-zipper nuclear factor upaged during retinoid-induced matu-
ration of NB4 promyelocytic leukaemi@ncogene 14:1563-1570, 1997

Ehrenforth,S, Klarmann,D, Zabel,B, Scharrétrteuz,W: Severe factor V deficiency
presenting as subdural haematoma in the newBornl.Pediatr. 157:1032, 1998

Elbein,SC, Hoffman,MD, Teng,K, Leppert,MF,44tedt,SJ: A genome-wide search for
type 2 diabetes susceptibility genes in Utah Caana®iabetes 48:1175-1182, 1999

Elbrecht,A, Chen,Y, Cullinan,CA, Hayes,N, lh@witz,M, Moller,DE, Berger,J: Mo-
lecular cloning, expression and characterizationushan peroxisome proliferator acti-
vated receptors gamma 1 and gammii@hem.Biophys.Res.Commun. 224:431-437,
1996

Eliasson,B, Attvall,S, Taskinen,MR, SmithlWe insulin resistance syndrome in smo-
kers is related to smoking habifsterioscler.Thromb. 14:1946-1950, 1994

Emahazion,T, Feuk,L, Jobs,M, Sawyer,SL, Faadid, St Clair,D, Prince,JA,
Brookes,AJ: SNP association studies in Alzheindissase highlight problems for
complex disease analysig.ends Genet. 17:407-413, 2001

65



42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

66

Everhart,J, Wright,D: Diabetes mellitus ash factor for pancreatic cancer. A meta-
analysisJAMA 273:1605-1609, 1995

Feral,C, Guellaen,G, Pawlak,A: Human testig@sses a specific poly(A)-binding pro-
tein. Nucleic Acids Res. 29:1872-1883, 2001

Fisher,WE: Diabetes: risk factor for the depeent of pancreatic cancer or manifesta-
tion of the disease®/orld J.Qurg. 25:503-508, 2001

Fisher,WE, Boros,LG, Schirmer,WJ: Insulinrmpodes pancreatic cancer: evidence for
endocrine influence on exocrine pancreatic tumbgsirg.Res. 63:310-313, 1996

Foletta,VC, Brown,FD, Young,WS, llI: Cloniiog rat ARHGAP4/C1, a RhoGAP fam-
ily member expressed in the nervous system thatabkes with the Golgi complex
and microtubulesBrain Res.Mol.Brain Res. 107:65-79, 2002

Frati,AC, Iniestra,F, Ariza,CR: Acute effeftcigarette smoking on glucose tolerance
and other cardiovascular risk factopsabetes Care 19:112-118, 1996

Frayling, TM, Walker,M, McCarthy,MI, Evans,J@ljen,LI, Lynn,S, Ayres,S, Mil-
lauer,B, Turner,C, Turner,RC, Sampson,MJ, Hitman,Elard,S, Hattersley,AT: Par-
ent-offspring trios: a resource to facilitate thentification of type 2 diabetes genes.
Diabetes 48:2475-2479, 1999

Frederiksen,L, Brodbaek,K, Fenger,M, JorgejiseBorch-Johnsen,K, Madsbad,S, Ur-
hammer,SA: Comment: studies of the Pro12Ala polyhism of the PPAR-gamma
gene in the Danish MONICA cohort: homozygositylod fAla allele confers a decreased
risk of the insulin resistance syndrondeClin.Endocrinol.Metab 87:3989-3992, 2002

Froguel,P, Velho,G: Genetic determinantypét2 diabetedrecent Prog.Horm.Res.
56:91-105.:91-105, 2001

Galiegue,S, Jbilo,O, Combes,T, Bribes,E, @ar#®, Le Fur,G, Casellas,P: Cloning and
characterization of PRAX-1. A new protein that speally interacts with the peripheral
benzodiazepine receptdrBiol.Chem. 274:2938-2952, 1999

Gao, X, Nelson,GW, Karacki,P, Martin,MP, PhhiKaslow,R, Goedert,JJ,
Buchbinder,S, Hoots,K, Vlahov,D, O'Brien,SJ, Cagton,M: Effect of a single amino
acid change in MHC class | molecules on the ragofression to AIDS.
N.Engl.J.Med. 344:1668-1675, 2001

Gerich,JE: The genetic basis of type 2 dexbatellitus: impaired insulin secretion ver-
sus impaired insulin sensitivityendocr.Rev. 19:491-503, 1998



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Ghosh,S, Watanabe,RM, Valle, TT, Hauser,ERgrMaon,VL, Langefeld,CD, Ally,DS,
Mohlke,KL, Silander,K, Kohtamaki,K, Chines,P, BaldJd, Birznieks,G, Chang,J, El-
dridge,W, Erdos,MR, Karanjawala,ZE, Knapp,JI, KikdeK, Martin,C, Morales-
Mena,A, Musick,A, Musick, T, Pfahl,C, Porter,R, RegtmJB: The Finland-United Sta-
tes investigation of non-insulin-dependent diabeatedlitus genetics (FUSION) study. .
An autosomal genome scan for genes that predigpdgpe 2 diabetes.
Am.J.Hum.Genet. 67:1174-1185, 2000

Giovannucci,E, Rimm,EB, Stampfer,MJ, Coldia, Willett, WC: Diabetes mellitus
and risk of prostate cancer (United Stat€s)icer Causes Control 9:3-9, 1998

Ha,MJ, Yoon,J, Moon,E, Lee,YM, Kim,HJ, Kim,Wssignment of the kinesin family
member 4 genes (KIF4A and KIF4B) to human chromasbands Xq13.1 and 5¢933.1
by in situ hybridizationCytogenet.Cell Genet. 88:41-42, 2000

Hales,CN, Barker,DJ, Clark,PM, Cox,LJ, Falidmond,C, Winter,PD: Fetal and in-
fant growth and impaired glucose tolerance at a&g&ilJ 303:1019-1022, 1991

Hanayama,R, Tanaka,M, Miwa,K, Shinohara,Aarmatsu,A, Nagata,S: Identification
of a factor that links apoptotic cells to phagosylature 417:182-187, 2002

Hanis,CL, Boerwinkle,E, Chakraborty,R, EllstgDL, Concannon,P, Stirling,B, Mor-
rison,VA, Wapelhorst,B, Spielman,RS, Gogolin-Ew&ds Shepard,JM, Williams,SR,
Risch,N, Hinds,D, Iwasaki,N, Ogata,M, Omori,Y, Rét;C, Rietzch,H, Schroder,HE,
Schulze,J, Cox,NJ, Menzel,S, Boriraj,VV, Chen,XA genome-wide search for human
non-insulin-dependent (type 2) diabetes genes Ie@emajor susceptibility locus on
chromosome MNat.Genet. 13:161-166, 1996

Hansen,L, Hansen,T, Vestergaard,H, Bjorbgaak¢Bwald,SM, Clausen,JO, Chen,YH,
Chen,MX, Cohen,PT, Pedersen,O: A widespread angitbpmlymorphism at codon

905 of the glycogen-associated regulatory subdrpta@iein phosphatase-1 is associated
with insulin resistance and hypersecretion of imsidum.Mol.Genet. 4:1313-1320,

1995

Hanson,RL, Ehm,MG, Pettitt,DJ, Prochazka,kpmpson,DB, Timberlake,D, Fo-
roud, T, Kobes,S, Baier,L, Burns,DK, Almasy,L, Blang,J, Garvey,WT, Bennett,PH,
Knowler, WC: An autosomal genomic scan for loci Bakto type Il diabetes mellitus
and body-mass index in Pima IndiaAs1.J.Hum.Genet. 63:1130-1138, 1998

Hara,K, Okada, T, Tobe,K, Yasuda,K, Mori,Y d¢avaki,H, Hagura,R, Akanuma,Y,
Kimura,S, Ito,C, Kadowaki,T: The Prol12Ala polymoigh in PPAR gamma2 may
confer resistance to type 2 diabe®ischem.Biophys.Res.Commun. 271:212-216, 2000

67



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

68

Harada,N, lijima,S, Kobayashi,K, Yoshida, ToBn,WR, Hibi, T, Oshima,A, Morika-
wa,M: Human IgGFc binding protein (FcgammaBP) itoaa epithelial cells exhibits
mucin-like structured.Biol.Chem. 272:15232-15241, 1997

Hart,LM, de Knijff,P, Dekker,JM, Stolk,RP,jpels,G, van der Does,FE, Ruige,JB,
Grobbee,DE, Heine,RJ, Maassen,JA: Variants indhghenylurea receptor gene: asso-
ciation of the exon 16-3t variant with Type Il d&bs mellitus in Dutch Caucasians.
Diabetologia 42:617-620, 1999

Hassan,MM, Hwang,LY, Hatten,CJ, Swaim,M, LiAbbruzzese,JL, Beasley,P,
Patt,YZ: Risk factors for hepatocellular carcinomsynergism of alcohol with viral he-
patitis and diabetes mellitudepatology 36:1206-1213, 2002

Hasstedt,SJ, Ren,QF, Teng,K, Elbein,SC: Efitthe peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma 2 pro(12)ala variant asityp, glucose homeostasis, and
blood pressure in members of familial type 2 dialehdreds.
J.Clin.Endocrinol.Metab 86:536-541, 2001

Hattori,M, Fujiyama,A, Taylor,TD, Watanabe Ygda, T, Park,HS, Toyoda,A, Ishii,K,
Totoki,Y, Choi,DK, Groner,Y, Soeda,E, Ohki,M, Takdg Sakaki,Y, Taudien,S,
Blechschmidt,K, Polley,A, Menzel,U, Delabar,J, KuiKp Lehmann,R, Patterson,D,
Reichwald,K, Rump,A, Schillhabel,M, Schudy,A, Zimmmeann,W, Rosenthal,A, Ku-
doh,J, Schibuya,K, Kawasaki,K, Asakawa,S, Shintar$asaki, T, Nagamine,K, Mit-
suyama,S, Antonarakis,SE, Minoshima,S, Shimizu,bfdsliek,G, Hornischer,K,
Brant,P, Scharfe,M, Schon,O, Desario,A, Reichdftaljer,G, Blocker,H, Ramser,J,
Beck,A, Klages,S, Hennig,S, Riesselmann,L, Daganddaf, T, Wehrmeyer,S,
Borzym,K, Gardiner,K, Nizetic,D, Francis,F, LehraddhReinhardt,R, Yaspo,ML: The
DNA sequence of human chromosomegdture 405:311-319, 2000

Hegele,RA, Cao,H, Harris,SB, Zinman,B, HapAdy Anderson,CM: Peroxisome pro-
liferator-activated receptor-gamma2 P12A and typéaPetes in Canadian Oji-Cree.
J.Clin.Endocrinol.Metab 85:2014-2019, 2000

Hegele,RA, Harris,SB, Zinman,B, Wang,J, Casjanley,AJ, Tsui,LC, Scherer,SW:
Variation in the AU(AT)-rich element within the Bhtranslated region of PPP1R3 is
associated with variation in plasma glucose in igivoatl Canadians.
J.Clin.Endocrinol.Metab 83:3980-3983, 1998

Hegele,RA, Sun,F, Harris,SB, Anderson,C, ea#J, Zinman,B: Genome-wide scan-
ning for type 2 diabetes susceptibility in CanadiginCree, using 190 microsatellite
markers.J.Hum.Genet. 44:10-14, 1999

Hill,AV, Allsopp,CE, Kwiatkowski,D, Anstey,NMTwumasi,P, Rowe,PA, Bennett,S,
Brewster,D, McMichael,AJ, Greenwood,BM: Common weftcan HLA antigens are
associated with protection from severe maldeure 352:595-600, 1991



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Horikawa,Y, Oda,N, Cox,NJ, Li,X, Orho-Melamdé, Hara,M, Hinokio,Y, Lind-
ner,TH, Mashima,H, Schwarz,PE, Bosque-Plata,L, kdova,Y, Oda,Y, Yoshiuchi,l,
Colilla,S, Polonsky,KS, Wei,S, Concannon,P, lwadékbchulze,J, Baier,LJ, Bogar-
dus,C, Groop,L, Boerwinkle,E, Hanis,CL, Bell,Gl: i&tic variation in the gene enco-
ding calpain-10 is associated with type 2 diabetelitus. Nat.Genet. 26:163-175, 2000

Hu,FB, Manson,JE, Liu,S, Hunter,D, Colditz,®Aichels,KB, Speizer,FE, Giovan-
nucci,E: Prospective study of adult onset diabetelitus (type 2) and risk of colorectal
cancer in womenl.Natl.Cancer Inst. 91:542-547, 1999

Huang,Y, Wang,KK: The calpain family and humtsseaseTrends Mol.Med. 7:355-
362, 2001

Huxtable,SJ, Saker,PJ, Haddad,L, Walker,Mylirg, TM, Levy,JC, Hitman,GA, O-
Rahilly,S, Hattersley,AT, McCarthy,MI: Analysis parent-offspring trios provides
evidence for linkage and association between thidimgene and type 2 diabetes medi-
ated exclusively through paternally transmittedsldl variable number tandem repeat
alleles.Diabetes 49:126-130, 2000

Jackson,RT, Luplow,RE, Ill: Adult purpurariihans and digital necrosis associated
with sepsis and the factor V mutatiddMA 280:1829-1830, 1998

James,DE, Kraegen,EW, Chisholm,DJ: Effecesxefcise training on in vivo insulin
action in individual tissues of the rdtClin.Invest 76:657-666, 1985

Jurinke,C, van den,BD, Cantor,CR, Koster, ke Tise of MassARRAY technology for
high throughput genotypingdv.Biochem.Eng Biotechnol. 77:57-74.:57-74, 2002

Kaaks,R, Lukanova,A: Energy balance and aqatioe role of insulin and insulin-like
growth factor-I.Proc.Nutr.Soc. 60:91-106, 2001

Kaaks,R, Lukanova,A, Sommersberg,B: Plasrdaogiens, IGF-1, body size, and pros-
tate cancer risk: a synthetic revigwostate Cancer Prostatic.Dis. 3:157-172, 2000

Kabra,NH, Kang,C, Hsing,LC, Zhang,J, WinotoJAcell-specific FADD-deficient
mice: FADD is required for early T cell developmdnitoc.Natl.Acad.Sci.U.SA
98:6307-6312, 2001

Kesavulu,MM, Giri,R, Kameswara,RB, Apparad.pid peroxidation and antioxidant
enzyme levels in type 2 diabetics with microvascuatamplicationsDiabetes Metab
26:387-392, 2000

69



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

7C

Kim,PK, Dutra,AS, Chandrasekharappa,SC, BtkGenomic structure and mapping
of human FADD, an intracellular mediator of lympgtecapoptosis].Immunol.
157:5461-5466, 1996

King,H, Aubert,RE, Herman,WH: Global burddrdmbetes, 1995-2025: prevalence,
numerical estimates, and projectiobBsabetes Care 21:1414-1431, 1998

King,ML, Shaikh,A, Bidwell,D, Voller,A, Banatla,JE: Coxsackie-B-virus-specific
IgM responses in children with insulin-dependeuavgnile-onset; type I) diabetes melli-
tus.Lancet 1:1397-1399, 1983

Kliewer,SA, Willson,TM: The nuclear recepiPARgamma - bigger than fat.
Curr.Opin.Genet.Dev. 8:576-581, 1998

Knowler,WC, Pettitt,DJ, Saad,MF, Bennett,Bklibetes mellitus in the Pima Indians:
incidence, risk factors and pathogeneBisbetes Metab Rev. 6:1-27, 1990

La Vecchia,C, Negri,E, Decarli,A, FrancesshDiabetes mellitus and colorectal cancer
risk. Cancer Epidemiol.Biomarkers Prev. 6:1007-1010, 1997

La Vecchia,C, Negri,E, Decarli,A, FrancesshDiabetes mellitus and the risk of pri-
mary liver cancen.nt.J.Cancer 73:204-207, 1997

La Vecchia,C, Negri,E, Franceschi,S, D'AvaBz8oyle,P: A case-control study of
diabetes mellitus and cancer rigk.J.Cancer 70:950-953, 1994

Lagergren,J, Bergstrom,R, Nyren,O: Assoamlietween body mass and adenocarci-
noma of the esophagus and gastric cadta.Intern.Med. 130:883-890, 1999

Lander,ES, Schork,NJ: Genetic dissectioroafex traitsScience 265:2037-2048,
1994

Liese,AD, Mayer-Davis,EJ, Haffner,SM: Devetmnt of the multiple metabolic syn-
drome: an epidemiologic perspecti#pidemiol.Rev. 20:157-172, 1998

Lithel,HO, McKeigue,PM, Berglund,L, Mohsen Rthell,UB, Leon,DA: Relation of
size at birth to non-insulin dependent diabetesiasulin concentrations in men aged
50-60 yearsBMJ 312:406-410, 1996

Little,DP, Cornish,TJ, O'Donnell,MJ, Braun@otter,RJ, Koster,H: MALDI on a Chip:
Analysis of Arrays of Low-Femtomole to Subfemtom@Qeaantities of Synthetic Oli-



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

gonucleotides and DNA Diagnostic Products Dispemgea Piezoelectric PipeA-
nal.Chem. 69:4540-4546, 97 A.D.

Liu,Q, Shalaby,F, Jones,J, Bouchard,D, DurbantThe SH2-containing inositol poly-
phosphate 5-phosphatase, ship, is expressed deingtopoiesis and spermatogenesis.
Blood 91:2753-2759, 1998

Lohmueller,KE, Pearce,CL, Pike,M, Lander,BBschhorn,JN: Meta-analysis of ge-
netic association studies supports a contributiaommon variants to susceptibility to
common diseas®&at.Genet. 33:177-182, 2003

Luo,TH, Zhao,Y, Li,G, Yuan,WT, Zhao,JJ, CliénHuang,W, Luo,M: A genome-
wide search for type Il diabetes susceptibilityggem Chinese HanBiabetologia
44:501-506, 2001

Mahtani,MM, Widen,E, Lehto,M, Thomas,J, MctBsrM, Brayer,J, Bryant,B, Chan,G,
Daly,M, Forsblom,C, Kanninen,T, Kirby,A, Kruglyak,Munnelly,K, Parkkonen,M,
Reeve-Daly,MP, Weaver,A, Brettin,T, Duyk,G, Lan&S, Groop,LC: Mapping of a
gene for type 2 diabetes associated with an inselonetion defect by a genome scan in
Finnish familiesNat.Genet. 14:90-94, 1996

Malecki,MT, Jhala,US, Antonellis,A, FieldsDoria,A, Orban,T, Saad,M, Warram,JH,
Montminy,M, Krolewski,AS: Mutations in NEUROD1 aassociated with the devel-
opment of type 2 diabetes mellitidat.Genet. 23:323-328, 1999

Matsubara,A, Wasson,JC, Donelan,SS, WelliMg Glaser,B, Permutt,MA: Isolation
and characterization of the human AKT1 gene, idieation of 13 single nucleotide
polymorphisms (SNPs), and their lack of associatwih Type Il diabetesDiabetol o-
gia44:910-913, 2001

Mayer,BJ: SH3 domains: complexity in moderatd.Cell Sci. 114:1253-1263, 2001

Menzaghi,C, Plengvidhya,N, Ma,X, Warram,Jhpé&son,SE, Doria,A: Genetic vari-
ability in insulin action inhibitor Ikkbeta (IKBKByloes not play a major role in the de-
velopment of type 2 diabetesClin.Endocrinol.Metab 87:1894-1897, 2002

Mohlke,KL, Erdos,MR, Scott,LJ, Fingerlin,TEackson,AU, Silander,K, Hollstein,P,
Boehnke,M, Collins,FS: High-throughput screeningdeidence of association by using
mass spectrometry genotyping on DNA po&iac.Natl.Acad.Sci.U.SA 99:16928-
16933, 2002

Mori,H, Ikegami,H, Kawaguchi,Y, Seino,S, Yok Takeda,J, Inoue,l, Seino,Y, Ya-
suda,K, Hanafusa, T, Yamagata,K, Awata,T, Kadowakidra,K, Yamada,N, Go-
toda, T, lwasaki,N, Iwamoto,Y, Sanke,T, Nanjo,K, QOkaviatsutani,A, Maeda,E, Ka-

71



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

72

suga,M: The Prol2 -->Ala substitution in PPAR-gamsassociated with resistance to
development of diabetes in the general populapossible involvement in impairment
of insulin secretion in individuals with type 2 betesDiabetes 50:891-894, 2001

Mori,M, Saitoh,S, Takagi,S, Obara,F, OhnishAkasaka,H, 1zumi,H, Sakauchi,F,
Sonoda, T, Nagata,Y, Shimamoto,K: A Review of Col&itdies on the Association Be-
tween History of Diabetes Mellitus and Occurrent€ancer Asian Pac.J.Cancer

Prev. 1:269-276, 2000

Morrow,JA, Collie,IT, Dunbar,DR, Walker,GBh&hid,M, Hill, DR: Molecular cloning
and functional expression of the human glycinegpanter GlyT2 and chromosomal lo-
calisation of the gene in the human genoRieBS Lett. 439:334-340, 1998

Morton,CJ, Campbell,ID: SH3 domains. MolectNelcro'.Curr.Biol. 4:615-617, 1994

Muchova,J, Liptakova,A, Orszaghova,Z, Garajpvison,P, Carsky,J, Durackova,Z:
Antioxidant systems in polymorphonuclear leucocyiE$ype 2 diabetes mellituBia-
bet.Med. 16:74-78, 1999

Mueller,E, Smith,M, Sarraf,P, Kroll, T, Aiy&;, Kaufman,DS, Oh,W, Demetri,G,
Figg,WD, Zhou,XP, Eng,C, Spiegelman,BM, Kantoff,PEffects of ligand activation
of peroxisome proliferator-activated receptor ganmiauman prostate cancer.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA 97:10990-10995, 2000

O'Sullivan,JB: Diabetes mellitus after GDMabetes 40 Suppl 2:131-5.:131-135, 1991

Oh,EY, Min,KM, Chung,JH, Min,YK, Lee,MS, KiKW, Lee,MK: Significance of
Prol12Ala mutation in peroxisome proliferator-actecgreceptor-gammaz2 in Korean di-
abetic and obese subjeci<Clin.Endocrinol.Metab 85:1801-1804, 2000

Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM McKusick-Nathans Institute for Ge-
netic Medicine, Johns Hopkins University (BaltimokéD) and National Center for
Biotechnology Information, National Library of Meiie (Bethesda, MD), 2000. World
Wide Web URL.: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

Osawa,H, Onuma,H, Murakami,A, Ochi,M, Nishiail', Kato,K, Shimizu,l, Fuijii,Y,
Ohashi,J, Makino,H: Systematic search for singldeatide polymorphisms in the re-
sistin gene: the absence of evidence for the aasmciof three identified single nucleo-
tide polymorphisms with Japanese type 2 diab&esbetes 51:863-866, 2002

Pacholczyk, T, Blakely,RD, Amara,SG: Expressilmoning of a cocaine- and antide-
pressant-sensitive human noradrenaline transpdlagure 350:350-354, 1991



116. Paglia,DE, Valentine,WN: Studies on the guatnte and qualitative characterization of
erythrocyte glutathione peroxidasd.ab Clin.Med. 70:158-169, 1967

117. Pak,CY, Eun,HM, McArthur,RG, Yoon,JW: Assaita of cytomegalovirus infection
with autoimmune type 1 diabetésancet 2:1-4, 1988

118. Palanduz,S, Ademoglu,E, Gokkusu,C, Tametg&nia antioxidants and type 2 diabetes
mellitus. Res.Commun.Mol .Pathol .Pharmacol. 109:309-318, 2001

119. Parazzini,F, La Vecchia,C, Negri,E, Riboldi,Gurace,M, Benzi,G, Maina,A, Chiaffa-
rino,F: Diabetes and endometrial cancer: an Itat@se-control studynt.J.Cancer
81:539-542, 1999

120. Parker,A, Meyer,J, Lewitzky,S, Rennich,JSai®, Thomas,JD, Orho-Melander,M,
Lehtovirta,M, Forsblom,C, Hyrkko,A, Carlsson,M, digren,C, Groop,LC: A gene con-
ferring susceptibility to type 2 diabetes in comjtion with obesity is located on chro-
mosome 18plIDiabetes 50:675-680, 2001

121. Pawson,T: Protein modules and signalling agtsvNature 373:573-580, 1995

122. Permutt,MA, Wasson,JC, Suarez,BK, Lin,J, Tasd Meyer,J, Lewitzky,S, Ren-
nich,JS, Parker,A, DuPrat,L, Maruti,S, Chayen,%3s6t,B: A genome scan for type 2
diabetes susceptibility loci in a genetically igethpopulationDiabetes 50:681-685,
2001

123. Poulsen,P, Kyvik,KO, Vaag,A, Beck-Nielsentteritability of type Il (non-insulin-
dependent) diabetes mellitus and abnormal gluadseahce--a population-based twin
study.Diabetologia 42:139-145, 1999

124. Preston-Martin,S, Pike,MC, Ross,RK, JonesHderson,BE: Increased cell division
as a cause of human candeancer Res. 50:7415-7421, 1990

125. Ramlo-Halsted,BA, Edelman,SV: The naturatdnisof type 2 diabetes. Implications
for clinical practicePrim.Care 26:771-789, 1999

126. Reaven,GM: Pathophysiology of insulin resistain human diseaséhysiol Rev.
75:473-486, 1995

127. Ronnemaa,T, Ronnemaa,EM, Puukka,P, Pyordlagkso,M: Smoking is independ-
ently associated with high plasma insulin levelsamdiabetic merDiabetes Care
19:1229-1232, 1996

73



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

74

Rosenberg,DJ, Neugut,Al, Ahsan,H, Shea, Sddés mellitus and the risk of prostate
cancerCancer Invest 20:157-165, 2002

Sasieni,PD: From genotypes to genes: doutlmgample sizéiometrics 53:1253-
1261, 1997

Savage,DB, Agostini,M, Barroso,l, GurnellMian,J, Meirhaeghe,A, Harding,AH,
Ihrke,G, Rajanayagam,O, Soos,MA, George,S, Bergdhbmas,EL, Bell,JD,
Meeran,K, Ross,RJ, Vidal-Puig,A, Wareham,NJ, O'RagBi, Chatterjee,VK,
Schafer,AJ: Digenic inheritance of severe insuisistance in a human pedigree.
Nat.Genet. 31:379-384, 2002

Schwanstecher,C, Meyer,U, Schwanstecher,MR)&(2 polymorphism predisposes to
type 2 diabetes by inducing overactivity of pantcelbeta-cell ATP-sensitive K(+)
channelsDiabetes 51:875-879, 2002

Seino,S: S20G mutation of the amylin geressociated with Type |l diabetes in Japa-
nese. Study Group of Comprehensive Analysis of GeRactors in Diabetes Mellitus.
Diabetologia 44:906-909, 2001

Sellers,TA, Anderson,KE, Olson,JE, Folsom,ABmily histories of diabetes mellitus
and breast cancer and incidence of postmenoparesstizanceEpidemiology 9:102-
105, 1998

Sham,P, Bader,JS, Craig,l, O'Donovan,M, OMeBNA Pooling: a tool for large-scale
association studiedlat.Rev.Genet. 3:862-871, 2002

Shen,Q, Townes,PL, Padden,C, Newburger,PEn-frame trinucleotide repeat in the
coding region of the human cellular glutathioneop@tase (GPX1) gene: in vivo poly-
morphism and in vitro instabilityGenomics 23:292-294, 1994

Silverman,DT, Schiffman,M, Everhart,J, GahilsfA, Lillemoe,KD, Swanson,GM,
Schwartz, AG, Brown,LM, Greenberg,RS, Schoenberg?itern,LM, Hoover,RN,
Fraumeni,JF, Jr.: Diabetes mellitus, other medioaditions and familial history of
cancer as risk factors for pancreatic canBerd.Cancer 80:1830-1837, 1999

Silverman,JF, O'Brien,KF, Long,S, LeggetkNazanie,PG, Pories,WJ, Norris,HT,
Caro,JF: Liver pathology in morbidly obese patiemith and without diabetes.
Am.J.Gastroenterol. 85:1349-1355, 1990

Storm,N, Darnhofer-Patel,B, van den,BD, Rodi,MALDI-TOF mass spectrometry-
based SNP genotypinilethods Mol .Biol. 212:241-62.:241-262, 2003



139

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

. Strachan,T, Abitbol,M, Davidson,D, BeckmaBn A new dimension for the human
genome project: towards comprehensive expressi@s.iNat.Genet. 16:126-132, 1997

Strickler,HD, Wylie-Rosett,J, Rohan, T, Hoqia®, Smoller,S, Burk,RD, Yu,H: The
relation of type 2 diabetes and cand&abetes Technol. Ther. 3:263-274, 2001

Strom,TM, Hortnagel,K, Hofmann,S, Gekele§Eharfe,C, Rabl,W, Gerbitz,KD, Meit-

inger,T: Diabetes insipidus, diabetes mellitusjoatrophy and deafness (DIDMOAD)

caused by mutations in a novel gene (wolframin)ropdbr a predicted transmembrane
protein.Hum.Mol.Genet. 7:2021-2028, 1998

Stumvoll,M, Fritsche, A, Volk,A, Stefan,N, Maas,A, Maerker,E, Teigeler,A, Koch,M,
Machicao,F, Haring,H: The Gly972Arg polymorphisntlie insulin receptor substrate-
1 gene contributes to the variation in insulin sgon in normal glucose-tolerant hu-
mans Diabetes 50:882-885, 2001

Svensson,PJ, Dahlback,B: Resistance to tatiyaotein C as a basis for venous
thrombosisN.Engl.J.Med. 330:517-522, 1994

Tang, X, Saito-Ohara,F, Song,J, Koga,C, Ugatrakami,H, Ikeuchi,T, Yoko-
yama,KK: Assignment of the human gene for KBF2/REBRe chromosome 9p12-13
and 9913 by fluorescence in situ hybridizatidpn.J.Hum.Genet. 42:337-341, 1997

Tavani,A, Gallus,S, Bosetti,C, Tzonou,A, lagP, Negri,E, Trichopoulos,D, La Vec-
chia,C: Diabetes and the risk of prostate cartear.J.Cancer Prev. 11:125-128, 2002

Todd,JA: From genome to aetiology in a matibrial disease, type 1 diabetBses-
says 21:164-174, 1999

Tong,JH, Fant, X, Benoit,G, Chen,SJ, Chenahatte,M: Genomic organization of the
JEM-1 (BLZF1) gene on human chromosome 1q24: mtdecloning and analysis of
its promoter regionGenomics 69:380-390, 2000

Tracy,PB, Giles,AR, Mann,KG, Eide,LL, Hoogenth,H, Rivard,GE: Factor V (Que-
bec): a bleeding diathesis associated with a quiakt platelet Factor V deficiency.
J.Clin.Invest 74:1221-1228, 1984

Urwin,RE, Bennetts,B, Wilcken,B, LampropouysBeumont,P, Clarke,S, Russell,J,
Tanner,S, Nunn,KP: Anorexia nervosa (restrictivietygpe) is associated with a poly-
morphism in the novel norepinephrine transporteregeromoter polymorphic region.
Mol.Psychiatry 7:652-657, 2002

75



150

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

76

. Velho,G, Froguel,P: Genetic, metabolic amuicdl characteristics of maturity onset
diabetes of the youngur.J.Endocrinol. 138:233-239, 1998

Vincent,AL, Billingsley,G, Buys,Y, Levin,A\Rriston,M, Trope,G, Williams-Lyn,D,
Heon,E: Digenic inheritance of early-onset glauco@¥P1B1, a potential modifier
gene Am.J.Hum.Genet. 70:448-460, 2002

Vionnet,N, Hani,E, Dupont,S, Gallina,S, Fien8, Dotte,S, De Matos,F, Durand,E,
Lepretre,F, Lecoeur,C, Gallina,P, Zekiri,L, DinaRepguel,P: Genomewide search for
type 2 diabetes-susceptibility genes in Frencheshigvidence for a novel susceptibility
locus for early-onset diabetes on chromosome 3d¢@7amd independent replication of
a type 2-diabetes locus on chromosome 1g21-#4241.Hum.Genet. 67:1470-1480,

2000

Wain,HM, Lush,M, Ducluzeau,F, Povey,S: Genng:human gene nomenclature data-
baseNucleic Acids Res. 30:169-171, 2002

Wang,H, Frelin,L, Pevsner,J: Human syntaxia Pepl12p/Vps6p homologue impli-
cated in vesicle trafficking to lysosomé&zene 199:39-48, 1997

Wanless, IR, Lentz,JS: Fatty liver hepatdiedétohepatitis) and obesity: an autopsy stu-
dy with analysis of risk factorglepatology 12:1106-1110, 1990

Weiderpass,E, Gridley,G, Persson,|, Nyregkbom,A, Adami,HO: Risk of endo-
metrial and breast cancer in patients with diabetekitus.Int.J.Cancer 71:360-363,
1997

Weiderpass,E, Ye,W, Vainio,H, Kaaks,R, Ad&t®i, Reduced risk of prostate cancer
among patients with diabetes mellitust.J.Cancer 102:258-261, 2002

Werner,M, Sych,M, Herbon,N, lllig, T, Konig,IRVjst,M: Large-scale determination of
SNP allele frequencies in DNA pools using MALDI-T@tass spectrometry.
Hum.Mutat. 20:57-64, 2002

Wheeler,DL, Church,DM, Federhen,S, Lash,AGdNen, TL, Pontius,JU, Schuler,GD,
Schriml,LM, Sequeira,E, Tatusova,TA, Wagner,L: baise resources of the National
Center for BiotechnologyNucleic Acids Res. 31:28-33, 2003

Wideroff,L, Gridley,G, Mellemkjaer,L, Chow,WHinet,M, Keehn,S, Borch-
Johnsen,K, Olsen,JH: Cancer incidence in a pojuidiased cohort of patients hospi-
talized with diabetes mellitus in DenmadiNatl.Cancer Inst. 89:1360-1365, 1997



161

162.

163.

164.

165.

166.

167.

. WIll,JC, Galuska,DA, Vinicor,F, Calle,EE: @oéctal cancer: another complication of
diabetes mellitusAm.J.Epidemiol. 147:816-825, 1998

Withers,DJ, Gutierrez,JS, Towery,H, Burks,Ran,JM, Previs,S, Zhang,Y, Bernal,D,
Pons,S, Shulman,Gl, Bonner-Weir,S, White,MF: Disiarpof IRS-2 causes type 2 dia-
betes in miceNature 391:900-904, 1998

Yen,CJ, Beamer,BA, Negri,C, Silver,K, BrowA,Krarnall,DP, Burns,DK, Roth,J,
Shuldiner,AR: Molecular scanning of the human p&saxe proliferator activated re-
ceptor gamma (hPPAR gamma) gene in diabetic Cartasdentification of a
Prol2Ala PPAR gamma 2 missense mutat®achem.Biophys.Res.Commun. 241:270-
274, 1997

Yudate,HT, Suwa,M, Irie,R, Matsui,H, Nishikaw, Nakamura,Y, Yamaguchi,D,
Peng,ZZ, Yamamoto,T, Nagai,K, Hayashi,K, Otsuk§tligiyama, T, Ota,T, Suzuki,Y,
Sugano,S, Isogai, T, Masuho,Y: HUNT: launch of &lemgth cDNA database from the
Helix Research Institutducleic Acids Res. 29:185-188, 2001

Zemla,B: The bio-social elements of riskha invasive cervical cancer incidence a-
mong a stationary and migratory woman populatiocade-control studyNeoplasma
31:119-127, 1984

Zemla,B: [Analysis of selected risk factarsnvasive cervical cancer among autoch-
thonous women (born in Upper Silesia) and migrait&qd.Lek. 42:143-148, 1989

Zimmet,P, Dowse,G, Finch,C, Serjeantson,B8g}: The epidemiology and natural
history of NIDDM--lessons from the South Paciiiabetes Metab Rev. 6:91-124,
1990

77



2 Abkirzungsverzeichnis

BMI
Bronch.
B-Zelle

Diastol.

DIDMOAD-Syndrom

DNA

EDTA

Geschl.

HbAlc

19G

IGF-1

KI

m

MRNA
MALDI-TOF-MS

NIDDM

OR
Phil.Chrom.
PNS

SNP
Systol.

TNF
UCSNP

w

78

Body-Mass-Index

Bronchus

Pankreatische Betazelle

Diastolischer Blutdruck

Syndrom des Diabetes insipidus, liees mellitus, Optikusatrophie
und Taubheit
Desoxyribonukleinséure
Ethylendiamintetraessigsaure

Geschlecht

Glykierter Anteil des Hamoglobins
Immunglobulin G

Insulin-like-growth-factor 1
Konfidenzintervall

mannlich

Messenger-Ribonukleinsaure
Matrix-assisted-laser-desorption/icai®n-time-of-flight-
Massenspektrometrie
Non-insulin-dependend-diabetes-mellitus

odds ratio

Philadelphia-Chromosom

Peripheres Nervensystem

Single nucleotid polymorphism

Systolischer Blutdruck

Tumor-Nekrose-Faktor

University of Chicago single nucleotid polyypiaism

weiblich



3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1

Tabelle 2

Tabelle 3

Tabelle 4

Tabelle 5

Tabelle 6
Tabelle 7

Tabelle 8

Tabelle 9

Tabelle 10

Tabelle 11

Tabelle 12

Tabelle 13

Tabelle 14

Tabelle 15
Tabelle 16

Uberblick tber die Ergebnisse der Unigltang der allgemeinen Ri-
sikofaktoren

Signifikante SNPs nach der Korrektur dulee Methode von Benja-
mini und Hochberg (14)

Assoziierte Polymorphismen bei den Mamner
Assoziierte Polymorphismen bei den Frauen

Polymorphismen mit Assoziationen bei M&n und Frauen

Resultate der individuellen Genotypisigruon 5 Polymorphismen

Statistische Parameter der individue@@motypisierung von 5 Poly-
morphismen bei homozygoten weiblichen Studientbimern (Al
oder A2)

Statistische Parameter der individueGamotypisierung von 5 Poly-
morphismen bei homozygoten mannlichen Studientesen (Al
oder A2)

Statistische Parameter der individueGamotypisierung von 5 Poly-
morphismen bei homozygoten Studienteilnehmern (ddr é\2)

Statistische Parameter der individueBemotypisierung von 5 Poly-
morphismen bei homozygoten (Al) und heterozygotesbhiehen
Studienteilnehmern

Statistische Parameter der individueBemotypisierung von 5 Poly-
morphismen bei homozygoten (Al) und heterozygotemniichen
Studienteilnehmern

Statistische Parameter der individne®e&notypisierung von 5 Poly-
morphismen bei homozygoten (Al) und heterozygotardi€nteil-
nehmern

Statistische Parameter der Krebserkragewu bei Vatern der Typ-2-
Diabetiker und Kontrollen

Statistische Parameter der Krebserkragew bei Muttern der Typ-2-
Diabetiker und Kontrollen

Gene der signifikanten Ausreil3er-SN&dvi@nnern und Frauen

Gene der individuell genotypisierterPSN

79



4 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4
Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

8C

Vergleich der Altersstrukturen der T@iabetiker und Kontrollen
Fragebogen

Verteilung der log odds ratios der eimen Allelhaufigkeiten der
SNPs bei den Ménnern

Verteilung der log odds ratios der einen Allelhaufigkeiten der
SNPs bei den Frauen

Prozentuale Haufigkeiten verschiedeiiezbserkrankungen bei Va-
tern der Typ-2-Diabetiker und Kontrollen

Prozentuale Haufigkeiten verschieddfeabserkrankungen bei Mt-
tern der Typ-2-Diabetiker und Kontrollen

Lokalisation von Typ-2-Diabetes-Kandlagenen



5 Publikationen

Zuern CS, Hermanns M, Dietz K, Northoff H, Heeren M, WerigtHaak T, Meyer P.
»1he association between paternal prostate camzktype 2 diabetes*
Submitted tdExperimental and Clinical Endocrinology & Diabetes.

Zurn CS, Hermanns N, Dietz K, Nothoff H, Heeren M, WerbetHaak T, Meyer P.
~Prostatakarzinom-Risiko bei Vatern von Typ-2-Diakern”

Poster prasentiert bei der Jahresversammlung dégs€reen Diabetes-Gesellschaft in
Bremen, 28. Mai 2003 (Abstract Nummer P 129).

Haak T, BOhm B, Heeren Muern C, Meyer P, Hermanns N.

.Pravalenz GAD-positiver Befunde bei Typ-2-DiabeRstienten und deren Bedeutung flr
den Zeitpunkt der Insulinpflicht"

Vortrag gehalten bei der Jahresversammlung derdbleeh Diabetes-Gesellschaft in Bremen,
28. Mai 2003 (Vortrag Nummer V 26).

Zuern CS, Kammerer S, Langdown M, Braun A, Hermanns N, Dkt Northoff H, Heeren
M, Wernet D, Haak T, Meyer P.

»Single nucleotide polymorphisms in PPARG are agged with type 2 diabetes in German
patients”

Poster presented at the 14th Annual Meeting oGenan Society of Human Genetics
together with the Austrian Society of Human Gersetind the Swiss Society of Medical
Genetics in Marburg, Germany, October 1-4, 2003{rdzt number P 263).

81



6 Danksagung

Herzlich bedanken mdchte ich mich bei Herrn Prafefs. med. Olaf Riel fur die Méglich-

keit, die Doktorarbeit an seinem Institut durch&meu kdnnen.

Ich danke Herrn Dr. med. Peter Meyer fir die Ulsmimg des interessanten Themas. Durch
seine exzellente Anleitung und Betreuung hattediehMoglichkeit, mich mit dem Fach Hu-
mangenetik auf vielfaltige Art und Weise auseinarmesetzen. Durch das gemeinsame Ver-
fassen mehrerer Publikationen forderte Herr Dr. &fayein Interesse an der wissenschatftli-
chen Forschung. Vor allem danke ich ihm fir seioeskruktive Diskussionsbereitschaft und

seine fortwahrende Motivation.

Herrn Professor Dr. rer. nat. Klaus Dietz mochte fiar die weitreichende Unterstiitzung

beim Erstellen der Statistik meiner Arbeit sehrlgam Vor allen Dingen danke ich ihm, dass
er sich viel Zeit fur die Beantwortung meiner zaldhen Fragen genommen hat. Dadurch
hatte ich die Moglichkeit, einen Einblick in stésshe Methoden zu erlangen, Statistik an-

zuwenden und dariber hinaus Interesse fiir diesgsAtpentwickeln.

Fur die Mdglichkeit, die Kontrollgruppe in der Bijtendezentrale der Universitatsklinik TU-
bingen zu rekrutieren, danke ich Herrn Professomizad. Hinnak Northoff. Ein Dankeschon
auch an Herrn Orler, der mir bei der Aufklarung Sardienteilnehmer in der Blutspendezent-

rale freundlich zur Seite stand.

Ich danke meiner Familie und meinem Freund Chris,dich in vielfaltiger Weise beim

Erstellen der Doktorarbeit unterstitzt haben.

Mein Dank gilt den zahlreichen Blutspendern sovéa Batienten des Diabetes Zentrums Bad

Mergentheim, die durch ihre Blutabgabe und ihr k&erén diese Studie ermdglichten.

82



7 Lebenslauf
Personliche Daten:
Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Familienstand:
Eltern:

Schulbildung:

1985- 1989
1989- 1998

Studium:
Oktober 1998 — Mai 2005
August 2000

August 2001
September 2001

Marz 2004
4. Mai 2005

Christine Stefanie Zirn

3. Juli 1978

Bdblingen

ledig
Wolf Rudiger Zirn, Dipl.-Ing.
Brigitte Zurn, Lektorin

Friedrich-Silcher-Grundschule in Bogén
Albert-Einstein-Gymnasium in Boblingen, Abschlusg m

der Allgemeinen Deutschen Hochschulreife

Studium der Humanmedizin @er Eberhard-Karls-
Universitat Tuibingen
Arztliche Vorpriifung
Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Beginn des Promotionsvorhabens situtrftir Anthro-
pologie und Humangenetik, Universitatsklinikum Tritbi
gen (Arztlicher Direktor Professor Dr. med. OlagR)
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifun

83



