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1  Einleitung

1.1 Das metabolische Syndrom

In den Industriegesellschaften gewinnt die Diagng&tbergewicht zunehmend an
Bedeutung. Insbesondere mit einer erhdhten abddennEettmasse vergesellschaftet sind
erhohte Triglyzeride und ein erniedrigtes High Dind.ipoprotein (HDL)-Cholesterin,
Insulinresistenz sowie ein erhdhter Blutdruck. BieB8efunde werden unter dem
Metabolischen Syndrom zusammengefasst. Nach deteriéen des National Cholesterol
Education Program (NCEP), Adult Treatment PanelRATI der USA (2001) liegt dieses
vor, wenn mindestens drei der folgenden Kriteridilke werden [Eckel et al. 2005]:

— Taillenumfang bei Mannern > 102 cm und bei Frau&8 zm

Triglyzeride> 150 mg/dl

HDL bei Mannern < 40 und bei Frauen < 50 mg/dl
Blutdruck> 130/85 mm Hg

Nuchternglucose 110 mg/dl

1.1.1 Pathophysiologie des metabolischen Syndroms

Die zentrale pathophysiologische Veranderung dedabméschen Syndroms ist die
Insulinresistenz. Ein entscheidender Faktor beiEt@mwicklung der Insulinresistenz ist ein
Uberangebot an zirkulierenden Fettsduren. An Plakmmin gebundene freie Fettsauren,
werden durch eine cAMP abhangige hormonsensitipada im Fettgewebe freigesetzt. Freie
Fettsauren werden ebenfalls per Lipolyse durch Rkaktion von Lipoproteinlipasen aus
triglyzeridreichen Lipoproteinen in den Geweben igesetzt. Insulin  wirkt sowohl
antilipolytisch als auch stimulierend auf die Lipoginlipase. Entsteht eine Insulinresistenz,
folgt daraus eine erhdhte Freisetzung von freietts&aren, die weiter den inhibitorischen
Effekt des Insulins vermindern und so zu einer tlishen Lipolyse fuhren [Eckel et al.
2005]. Die Aufnahme von energiereicher und hochédtiger Nahrung ist eng mit
Ubergewicht assoziiert, in diesem Zusammenhang atem mit einer verstarkten
Ansammlung von abdominellem Fettgewebe [RicardileR004]. Dieses verschlechtert die
Insulinsensitivitat und fuhrt dazu, dal sich im €ugines Circulus Vitiosus bei

verschlechterter Insulinsensitivitdt auch die Konietion an Low Density Lipoprotein
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(LDL) im Blut erhoht, wodurch wiederum die Sengiii nachlasst [Reaven 1995]. Patienten
mit erhohtem Blutdruck weisen in der Regel auctedimsulinresistenz auf, dies lasst den
Schluf’ zu, daR eine Insulinresistenz zu einer Hgper fihrt, welche im weiteren Verlauf

auch kardiovaskulare Veranderungen mit sich bririgem [Reaven 1995].

1.2 Die Funktion und Lage von CPT 1, CACT und CPT 2 im
Lipidstoffwechsel

Die Energiegewinnung aus Triglyzeriden spielt féndnenschlichen Korper eine wichtige
Rolle, da der Energiegehalt der Triglyzeride (9@alg') 2-fach héher ist als der der
Kohlenhydrate (4,1 kca) [1JIst et al. 2001Chalmers et al. 1997, Loffler, Petrides 1998].

Die Energiegewinnung aus Triglyzeriden erfolgt dueOxidation [JIst et al. 200[L Hierzu
werden die Lipide durch eine Lipase in mehreren ri8eh in Glycerin und die
entsprechenden Fettsduren aufgespalten [Loffldrides 1998]. Die langkettigen Fettséduren
werden dann durch Kopplung an CoenzymA (CoA) zulA&yA aktiviert und in die Matrix
der Mitochondrien transportiert, da die zp#Oxidation notwendigen Enzyme nur dort
lokalisiert sind [JIst et al. 200L FUr den carnitinabhangigen Transportvorgang der
langkettigen  Fettsduren, sind drei Transportpreteimotwendig, die in der
Mitochondrienmembran bzw. in der Mitochondrienmatzu finden sind IDIst et al. 2001
Palmieri 2004]. Der Transport der aktivierten Faiten in die Mitochondrienmatrix erfolgt
in drei Schritten.

Da aktivierte Fettsauren (=Acyl-CoA) die Mitochomadrmembran nicht direkt passieren
konnen wird dies durch das Transportprotein Cami@lmitoyl-Transferase | (CPT 1),
lokalisiert in der auf3eren Mitochondrienmembramdglicht. Dieses Enzym bewirkt durch
Kopplung von L-Carnitin an den Thioester eine Urarstg des Acyl-CoA zu Acyl-Carnitin,
wobei CoA freigesetzt wirdJlst et al. 2001L

Das entstandene Acyl-Carnitin wird im Austausch egedreies Carnitin durch einen
entsprechenden  Carrier, der Carnitin-AcylcarnitrasiSlocase (CACT) in die
Mitochondrienmatrix transportiertJst et al. 2001 Palmieri 2004]. CACT st ein elektrisch
neutrales Transportprotein, welches ubiquitar im dditochondrien des Organismus
vorkommt. Der Carrier ist ein Antiport. Dies bedsutdald bei jedem Transportvorgang ein

Substrat/Metabolit gegen ein anderes, in dieserh A@ll-Carnitin gegen freies Carnitin,
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ausgetauscht wird. Bei diesem Austausch gelangfrdaes Carnitin in das Cytosol und das
Acyl-Carnitin in die MitochondrienmatrixJist et al. 2001Palmieri 2004].
In der Mitochondrienmatrix wird das Acyl-Carnitiniederum in Acyl-CoA umgewandelt.
Dies geschieht durch das Enzym Carnitin-Palmitay@nBferase 2 (CPT 2). Bei dieser
Reaktion wird der Fettsdurerest auf vorhandenes Gétragen und Carnitin freigesetzt
[IJIst et al. 2001 Palmieri 2004].

Cytosol Mitochondrienmatrix

Carnitin Carnitin \

CPT1 CACT J
CoA CoA

Acyl-CoA » Acyl-Carnitine » Acyl-Carnitine
Acyl-CoA
aullere innere
Mitochondrienmembran Mitochondrienmembran

Abbildung 1 Transport des Acyl-CoA in die Mitochondienmatrix

CACT gehort zu der solute carrier family 25 (SLCZ5¢r Proteinfamilie gehéren Carrier an,
deren Funktion im Transport einer Vielzahl von Metiten besteht. Die zu transportierenden
Metabolite sind an Reaktionen wie der oxidativen odpiorylierung, dem
Zitronensaurezyklus, der Fettsdureoxidation, deuk@ieogenese, der Lipogenese, dem
Transfer von Reduktionsaquivalenten, der Harnsgoffseese, des Aminosaureabbaus und an
der intramitochondrialen DNA-, RNA- und Proteinbrothese beteiligt. Es liegen
funktionelle und genetische Studien vor, die dagshendensein von 37 Carriern dieser
Familie untersuchen bzw. beschreiben [Palmieri 26{&dtina et al. 2006]. Die Carrier dieser
Proteinfamilie sind sowohl funktionell als auchugturell eng miteinander verwand, alle
Proteine der Familie weisendBhelikale Transmembrandoméanen auf und sind, biseand
Ausnahme, in der inneren Mitochondrienmembran Islat. Diese Transportproteine stellen
eine unentbehrliche Verbindung zwischen Cytosol dedMitochondrienmatrix dar, jedoch

bendtigen sie die Mitwirkung verschiedener intrandioder extramitochondrialer
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Enzymreaktionen [Palmieri 2004]. Die SLC25-Famikann in elektroneutrale und in
potentialgesteuerte Carrier eingeteilt werden [Rain2004].

CACT wird durch 9 Exone kodiert, die auf dem kurz&mm von Chromosom 3 liegen
(3p21.31). Die 9 Exone kodieren 6 TransmembrandemgnrHelices) mit 3 extramembran
liegenden hydrophilen Loops, die die Transmembrar@en miteinander verbinden. Das
CACT-Gen erstreckt sich Uber eine Lange von 16,59&homischer DNA. Die cDNA weist
eine Lange von insgesamt 1243 Bp auf [lacobazzB818®iizing 1997]. Neben dem z(3F
Oxidation essentiellen CACT-Gen liegt auf dem karz&rm des Chromosoms 6 ein
Pseudogen (CACTp) (6pl2). Das Pseudogen erstragtktiber eine Lange von 2150 Bp
genomischer DNA, erfillt jedoch keine Funktion ukmbliert im Gegensatz zu CACT kein

Enzym.

H,N

Intramembranbse% M m

XUV VA VN, A I/ A\ YA Y\ YV, A Y V2 /A YA

COOH

NVAVAV/ NN\ "\ NN\

Mitochondrienmatrix

Abbildung 2 Schematische Zeichung der SLC25 Carriemodifiziert nach Palmieri 2004

CPT 1 ist ein fur den Lipidstoffwechsel essentlRrotein, welches in der dem Cytosol
zugewandten Mitochondrienmembran liegt. Vom CPTrdtdn existieren 3 verschiedene
Isoformen [Hirota 2007], die auch in verschieder@@eweben vorkommen. Die CPT 1la
Isoform kommt in der Leber vor. Das entsprechenda &gt auf Chromosom 11 (11913.1-
g13.2). Die CPT 1b Isoform kommt im MuskelgewebemdHerzen aber auch im Fettgewebe
und den Hoden vor, das dazu gehorige Gen liegChubmosom 22 (22q13.33) [Robitaille
2007]. Die CPT 1c Isoform kommt im Gehirn vor [H&®2007]. CPT 1 erfillt im Zuge dfr
Oxidation dahingehend eine wichtige Funktion, adf dlas Protein die CoA-Gruppe des
Acyl-CoA durch Carnitin substituiert. Diese Suldgiibn ist zum Transfer des Fettsaurerestes
in das Mitochondrium zug-Oxidation essentiell. Findet die Reaktion niclattstkbnnen nur
Fettsauren mit weniger als 12 Kohlenstoffatomen Kigochondrienmembran passieren
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[Brivet 1999, Rubio-Gozalbo 2003]. In der Mitochereshmatrix wird durch CPT 2 Carnitin
erneut durch CoA substituiert, somit liegt der Aegt erneut als aktivierte Fettsaure vor und

kann durch3-Oxidation unter Energiegewinn aufgespalten werden.

1.3 Aufgabenstellung

Unter dem Aspekt, daR CPT 1, CACT und CPT 2 fur dgndstoffwechsel eine wichtige
Rolle spielen, ergibt sich die Frage, ob es eingoAmtion zwischen Genvarianten dieser drei
Proteine des Lipidstoffwechsels und den ParamelesriMetabolischen Syndroms gibt.

Zum momentanen Zeitpunkt existiert unserem Wissarhrkeine Studie, die sich mit einer
Assoziation zwischen Polymorphismen der CACT-, CRTund CPT 2-Gene und dem
Metabolischen Syndrom befasst.

Da im CACT-Gen nur sehr wenige Polymorphismen bekamd, soll dieses Gen zuné&chst
sequenziert werden, um mdogliche noch unbekanntgnfophismen zu identifizieren. Diese
sollen dann auf ihren Zusammenhang zu ParameterMdtabolischen Syndroms untersucht
werden. Zusatzlich soll eine Assoziation zwischekannten Polymorphismen von CPT 1
und CPT 2 und dem Fettstoffwechsel sowie dem Métdbh@n Syndrom untersucht werden.
Zur Sequenzierung des CACT-Gens wird eine randenmésiAuswahl von 47 Probanden aus

einer Population von 755 kaukasischen Probandesdlgew



2 Material und Methoden

2.1 Methoden

2.1.1 Probandenrekrutierung und Beschreibung der Kohorte

Zur Sequenzierung des CACT-Gens wurden randomidiéiProbanden aus der Metabolic
Intervention Cohort Kiel (MICK) ausgewéhlt. Dies®lorte umfasst 755 Manner zwischen
45 und 65 Jahren aus dem Kieler Raum. Die geringgrsSpanne wurde gewdahlt um den
EinfluR der altersbedingten Anderung der Blutfetteeuf die Pravalenz des Metabolischen
Syndroms weitestgehend zu vermeiden. Die Studiestener wurden vor Teilnahme
schriftlich Gber die Untersuchung aufgeklart. Dimidte wurde durch die Ethikkommission
der Universitat Kiel auf ethische Unbedenklichkgspruft. Im Zuge der Studie wurden die
Teilnehmer angehalten standardisierte Fragen inu@eauf lhre persénliche und Ihre
familiare Anamnese zu beantworten. Diese Fragenodmr sich z.B. auf sportliche
Aktivitaten, Konsum von Nikotin und Alkohol, Esstalten und sozialen Stand. Es wurden
GrolRe, Gewicht (ohne Schuhe und Jacke), Taillenogpfeitftumfang, Puls und Blutdruck
erfasst. Zusatzlich wurden Stoffwechselparametéoli@esterase, GGT, GOT, GPT, HDL,
LDL, Gesamtcholesterin, CRP, Hamatokrit, Hamoglplinythrozytenzahl, MCV, MCH,
MCHC, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und Kreabni sowie nichtern Insulin-,
Triglyzerid- und Glucosewerte erfasst. Blutprobéndie DNA-Extraktion wurden in EDTA-
Monovetten bei -20°C gelagert. Die oben genanntatelduchungen wurden ergénzend zu
den beiden, weiter unten beschriebenen, postpilandiasts bei 755 beteiligten Teilnehmern

durchgeflnhrt.

2.1.11 Ein- und AusschluB3kriterien fiir die Studie

Einschlusskriterium fur die Studie waren méannlick&sschlecht und ein Alter zwischen 45
und 65 Jahren. Die Probanden wurden tber das Mgjdéer der Stadt Kiel kontaktiert und
in einer Informationsveranstaltung tber das Projpefdrmiert. Zu einem Ausschluld von der
Studie fuhrten eine unbehandelte Hypo- oder Hypestiee, hohergradige
Niereninsuffizienz, Cholestase, eine vorliegende patiis oder andere chronische

Lebererkrankungen. Weiterhin zum Ausschlul3 fihmebekannter Diabetes mellitus Typ 1
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oder 2 und das Vorliegen einer Erkrankung, die Bléfiresorption, Verdauungsfunktion,
Verstoffwechselung oder Ausscheidung beeinflusst.
Eine Operation des Intestinaltraktes oder eine ikasteroidbehandlung, welche weniger als
3 Monate zurlcklagen fihrten ebenso zu einem Al#Schvie die Einnahme von
Medikamenten, die den Lipidstoffwechsel beeinflmsgne bestehende Alkoholabhangigkeit
oder  exzessiver  chronischer  Alkoholkonsum, eine  MBa mit einer

Hamoglobinkonzentration von weniger als 12 g/dircgle Krebsleiden.

2112 oGTT

Die Probanden wurden im Zuge der Studie zunacmsneioralen Glucose-Toleranz-Test
(oGTT) unterzogen, dieser ermdglicht sowohl die $deg der Insulinsensitivitat nach
HOMA, als auch die Diagnose eines Diabetes meliing einer gestérten Glucosetoleranz.

Hierzu wurde dem Probanden 75 g Glucose, die in@BbWasser aufgeldst war, innerhalb
von 5 Minuten verabreicht. Nach Y2, 1, 2, 3 und 4n8én wurde die Insulin- und

Glucosekonzentration nach Blutentnahme im Plasmatinat.

2113 oMTT

Dieser standardisierte orale metabolische ToleesbzZioMTT) dient der Erstellung eines
Profils fir den Verlauf der Blutkonzentration vomiglyzeriden, Glucose und Insulin nach
Verzehr einer Testmahlzeit. Die Testmabhlzeit bastels einer standardisierten, gemischten
Flissignahrung, die Makronadhrstoffe entsprechemérejwestern diet* enthalt (Fett 51,6
kcal% [vorwiegend gesattigt], Kohlenhydrate 29,6alke und Protein 11,9 kcal%).
Blutproben wurden nach Y%, 1, 2, 3, 4 und 5 SturmdenBestimmung von Insulin, Glucose
und TG entnommen. Zur Bestimmung der Triglyzeridevevurden Blutproben stiindlich bis

zur 9. Stunde entnommen.

2114 Auswahl der CPT SNP

Die Auswahl der zu untersuchenden single nuclegtalgmorphism (SNP) von CPT erfolgte
auf Basis entsprechender Literatur und den Eintréage der dbSNP Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html).  Fir ied Untersuchung wurden alle
kodierenden in der dbSNP Datenbank katalogisie8&l® im CPT 1- und CPT 2-Gen
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ausgewahlt. Schlie3lich wurden vier SNP genotygis®ie Lokalisation und Allelfrequenz
der SNP sind in Tabelle 2 ersichtlich. Von diesar 8NP hatte ein SNP rs2269383 (CPT1b,
320 G/D) eine sehr niedrige Allelfrequenz von 0,q0%@belle 2), aufgrund der geringen
statistischen Aussagekraft wurde dieser SNP niotgraucht. Die in die statistische Analyse
eingehenden SNP waren rs470117 (CPT1b, 531 E/Bp1&145 (CPT1lb, 66 1/V) und
rs1799821 (CPT2, 368 V/I).

2.1.2 Laborarbeiten

2.1.2.1 DNA-Gewinnung

Die fur die Sequenzierungen benétigte genomisché Drde aus 10ml EDTA-Vollblut
extrahiert.
Die Gewinnung der DNA wurde in sechs Schritten Hgeflhrt.

1. Lyse der Blutproben: Als erstes wurde eine 10 ml Blutprobe und 500rtgnaseK
in ein 50 ml Rohrchen pipetiert. Es wurden dannml@les Puffers BQ 1 hinzugefugt
und fir 10 sec gevortext. Nach Mischung wurde dieb® bei 56°C fir 15 min
inkubiert.

2. Einstellung der DNA-Bindung: Nach Inkubation wurde 10 ml Ethanol (96-100 %)
hinzugefiigt und erneut fur 10 sec gevortext. Daleirde das Lysat auf
Zimmertemperatur abgekuhilt.

3. Bindung der DNA: Fiir jede Aufbereitung wurde eine NucleoSpBiood XL Saule
in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben. Hinzu éanl5 ml des Lysates.
AnschlielRend wurde flr 3 min bei 4000 g zentrifugi®er Vorgang wurde mit den
restlichen 15 ml des Lysates wiederholt.

4. Waschen der Silica Membran:Das Waschen der Membran wurde in 2 Schritten
durchgefiihrt. Es wurden 7,5 ml des Puffers BQ 2NiecleoSpiff BloodXL Saule
hinzugefiigt. Dieses Gemisch wurde fur 2 min beid4g@&entrifugiert. Beim zweiten
Waschgang wurden erneut 7,5 ml des BQ 2 Pufferaugefigt und fur 10 min bei
4000 g erneut zentrifugiert.

5. Trocknung der Silica Membran: Die Trocknung der NucleoSgirBlood XL Saule
wurde durch die Zentrifugation des zweiten Wascpangs durchgefihrt.

6. Herauslosung der hochreinen DNA:Zur Lésung der DNA wurde die Saule in ein
neues 50 ml Sammelrohrchen gegeben und 1000 péwérgiter Losungspuffer BE
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(70°C) direkt auf die Mitte der Silica Membran gbga. Der Ansatz wurde 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert, danach fur 2 min bei 49@entrifugiert.
Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bé&iee Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Die Integritat wurde mittels Gel-Elekthapese tberpruft.
Die benttigte DNA fir die Genotypisierung der Potyphismen wurde aus 100 pl

sedimentiertem Blut gewonnen.

21.2.2 Amplifikation des CACT-Gens

Aus der genomischen DNA wurden mit Hilfe der enkeiten Primer durch Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) die einzelnen Exone in Foon BNA-Fragmenten amplifiziert. Die
zugehdrigen Primerpaare, wurden teilweise aus derdtur [lacobazzi 1998] Gbernommen
oder auf Grundlage der vorliegenden Referenz-DNAlifrmert.
Die entsprechenden Primersequenzen, Schmelztemparatind die zu synthetisierenden
Fragmentlangen sind Tabelle 1 zu entnehmen. Flzudi@&mplifizierung notwendigen PCR
wurde das Taq DNA Polymerase-Kit (recombinant)lena Invitrogen verwendet. In einem
Kit enthalten ist die Tag-Polymerase, 10x Puff@dQ(2nM Tris-HCI (pH 8,4) mit 500 mM
KCI) und 50 mM MgC}. Ein Reaktionsansatz mit dem Volumen von 25 phieftt unter
Standardbedingungen:

1. 1 ul DNA
0,5 pul von jedem Primer in einer Konzentration @@ pmol/ul
0,5 pl ANTP in einer Konzentration von 10 mM
0,75 ul MgC4 50 mM
2,5 ul 10 fach Puffer
0,2 ul Tag-Polymerase

N o 0o A~ WD

19,05 pl sterilisiertes D reinst.

Bei einem Ansatz mit 2,5 mM Mgg&ivurde 1,25 ul einer 50 mM Mg&LGsung zugesetzt

ebenso wurde das Volumen dNTP’s auf 0,85 pl eridimt.das Reaktionsvolumen von 25 pl
pro Ansatz beizubehalten wurde das Volumen anlisteriem HO reinst. entsprechend
reduziert. Im Thermocycler wurden nach 10 min alr Denaturierung bei 94°C folgende

Programmzyklen durchlaufen:



10
1. 40 sec bei 94°C
2. 40 sec bei Annealing Temperatur + 2 5x
3. 1 min bei 72°C

1. 40 sec bei 94°C
2. 40 sec bei Annealing Temperatu 5x
3. 1 min bei 72°C

1. 40 sec bei 94°C
2. 40 sec bei Annealing Temperatur - 2°C 40x
3. 1 min bei 72°C

Anschlie3end wurde die Temperatur fur 10 min b€eiC7gehalten. Die Reaktionsansatze
wurden dann auf 4°C abgekuhlt und bis zur EntnakereProben bei dieser Temperatur
gehalten.

Die Annealing Temperatur ist die Temperatur, beigieh die entsprechenden Primer an den
vorliegenden DNA-Strang anlagern. Die hohere Temipervon 72°C ist eine fur die hier
verwendete Tag-Polymerase spezifische Temperatig, fdr die Kettenverlangerung
notwendig ist. 94°C sind zur Denaturierung der Dé&tforderlich.

21.2.3 Primerdesign fiir das CACT-Gen
Zur Amplifikation des Gens wurden zundchst Primaetweckelt, die den folgenden Regeln
entsprachen:
— die Lange der Primer fur Vorwartsstrang und Ruckssirang sollte moglichst gleich
sein
— die Schmelztemperatur sollte zwischen 58°C und 6&%en, wobei die Differenz der
Schmelztemperatur der Primer nicht gro3er als 2i€ sollte
— der GC-Gehalt sollte zwischen 40% und 60% liegen,.emem Idealgehalt von 45%
bis 55%
— moglichst keine Basenwiederholungen
— keine komplementaren Basen am 3’- und 5’-Terminus

— die Paarung der Primer untereinander sollte nidglich sein
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— kein Adenin oder Thymin am 3’-Terminus
— nicht mehr als 2 Guanin- und/oder Cytosinbasenein létzten Nukleotiden am 3'-
Terminus
Da die entwickelten Primer nicht zum gewinschtemgebnis fuhrten, wurden bereits
publizierte Primer [lacobazzi 1998], wie spéater dmeeben, modifiziert und verwendet
(Tabelle 1).

21.24 Sequenzierung der DNA-Fragmente

Die Sequenzdaten wurden der Genbank National CesfteBiotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommen. Fir die Sequemzig wurde die DNA von 47
Probanden aus der ,Metabolic Intervention Cohorl'K{MICK) isoliert. Die extrahierten
DNA-Fragmente beinhalteten 8 der 9 Exone des CA@MsGDie einzelnen DNA-Fragmente
waren unterschiedlich lang (Tabelle 1). Die Fragmemurden mit Hilfe einer Terminator
Cycle Sequenzierung der Firma BigDye sequenziert. $equenzdaten wurden mit der

Software SegMaitll ausgewertet.

2125 Genotypisierung des CACT-Gens
Nach Sequenzierung der DNA-Fragmente wurde dergne®e mit der Sequenz von CACT

aus der Datenbank (National Center of Biotechnoldgfprmation) verglichen. In der
Datenbank sind 85 bekannte SNP verzeichnet. Vogedi85 SNP liegen 82 in Introns, also
nicht kodierenden Bereichen des Genes. Ein SNR lmagStartcodon von Exon 1, ein
weiterer liegt im Exon 8, und der dritte ist in Ex8 zu finden, zusatzlich ist in Exon 7 ein
SNP beschrieben, seine funktionelle Bedeutungustugtersucht, jedoch ist er nicht in der
dbSNP Datenbank aufgefihrt

Der Vergleich der Basensequenzen erfolgte jeweitsdien Vorwartsstrang und fir den
Ruckwartsstrang getrennt. Bei Unregelmaligkeitenden Basensequenzen wurde die
entsprechende Stelle im komplementaren Strang diserisequenz Uberprift. Bei dem
Primerdesign mufdte darauf geachtet werden, dalSdoienz des Exon vollstdndig im

amplifizierten DNA-Fragment lag.
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2126 Genotypisierung der CPT-Gene und Beschreibung der TagMan-
Methode

Die Genotypisierung folgender bekannter Polymonpleis CPT1b 166V (rs3213445), CPT1b
E531K (rs470117) und CPT2 V368l (rs1799821) wurdé adem TagMan System (ABI,
Foster City, CA, USA) durchgefuhrt. Die Fluoreszeessungen der Sequenzen wurden mit
dem ABI Prism 7900 HT durchgefiihrt. Die Genotypisiey war bei 716 von 755
Teilnehmern erfolgreich.

Die TagMan SNP Genotypisierung ist eine PCR-basikitthode zur Alleldiskreminierung
von Single Nucleotide Polymorphisms (SNP). Zur Ggpieierung wurde aus den
eingefrorenen Blutproben (10ml EDTA-Vollblut) mite NucleoSpifi Blood XL-Kit
(Macherey-Nagel GmbH &Co. KG D-52355 Diuren) die DNrach Herstellerangaben
extrahiert. Prinzipiell funktioniert die Genotymsung mit der TagMan-Methode im Sinne
einer Real-Time-PCR. Dabei wird der Teil in dem &P liegt, bzw vermutet wird, mit
Hilfe eines Primerpaares amplifiziert. Zusatzlicherden zwei Oligonukleotidsonden
eingesetzt, die spezifisch an der Stelle des Pafyhiemus ansetzen, jeweils spezifisch flr
die unterschiedlichen Allele. An den 5-Enden deon@n sitzen fluoreszierende
Reporterfarbstoffe (6-FAM und VIC), zusatzlich sidié beiden Sonden an lhrem 3’-Ende
mit einem Quencher markiert. Der Quencher untekdrden angeregten Reporterfarbstoff.
Wahrend der Amplifikation der DNA Fragmente hybsidrt die TagMan-Sonde vollstandig
an den DNA-Strang. Ist die Sonde vollstdndig an B&A-Strang hybridisiert wird diese
durch die Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerasgebaut, wodurch der Quencher vom
Reporterfarbstoff entfernt und die Fluoreszenz tninkhr unterdriickt wird. Hybridisiert die
Sonde nicht vollstandig an den DNA-Strang, so wielSonde durch die Tag-Polymerase nur
verdrangt, ohne dald eine Fluoreszenz entsteht. Beehdigung der PCR-Reaktion wird die

vorhandene Fluoreszenz mit Hilfe eines Detektorsegsen.

21.2.7 Statistische Analyse der genotypisierten Sequenzen

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statsiackage for the Social Sciences 11.5
berechnet. Die Allel- und Genotypfrequenzen wurdkmch Genzahlung ermittelt. Die
Studienpopulation wurde auf die Verteilung von Ggpen in Ubereinstimmung mit dem
Hardy-Weinberg-GIeichgewiclﬂ)@2 getestet. Um das Risiko von Polymorphismen derXbPT

und CPT2-Gene auf gestdrte Glucosetoleranz, mésahes Syndrom, Hypertonie und
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Hypertriglyzeridadmie als Ordinalparameter abzusodr@twurde die Odds Ratio (OR) und das
95% Konfidenzintervall (Cl) berechnet (Tabelle Ber Zusammenhang zwischen den SNP
und Nominalparametern wie Insulin-, Glucose- undlyzeridkonzentrationen wurde bei
normalverteilten Parametern mit dem Students t-Tmstechnet, nicht normalverteilte
Parameter wurden vor der Berechnung logarithmierteine Normalverteilung zu erreichen.
Die Verteilung der stetigen Variablen wurden aldtéwert + Standardfehler ausgedrickt.
Die Variablen, die nicht in einer Normalverteilungrlagen, wurden vor der Analyse
logarithmisch transformiert, die entsprechenden ebBngsse werden als geometrischer
Mittelwert mit Standardfehlerintervall dargesteltin nomineller p-Wert von <0.05 wurde als
statistisch signifikant angenommen.

Das Homeostasis Model Assessment (HOMA) ist ein KlaXlie Insulinresistenz. Es wird

folgendermal3en berechnet:

HOMA-IR = Nuchterninsulin (uU/ml) x Nichternglucose (mg/dl) /405

Die ,Area under the curve“(AUC) ist ein Parametar Beurteilung von Reihenmessungen,
deren Verlauf als Summe der Einzelbruttoflachermammengefasst wird.

Die AUC wird nach folgender Formel berechnet:

AUC = [ Xir +Xj+1 ]/2 X [ ti+1'ti]

AUC = Bruttoflache des untersuchten ParametersjBdebanden
Xi = Einzelwert

Xty = auf x folgender Einzelwert

ti = Entnahmezeitpunkt

tir1 = auf t folgender Entnahmezeitpunkt

2.2 Material

2.2.1 Verbrauchsmaterial

— Sarstedt-Monovetfe 9ml Kalium-EDTA Art.: 02.1066.001 (04.1901) (Saut AG,

Numbrecht, Deutschland)
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Sarstedt-Monovetfe 2,6ml Fluorid-EDTA Art.: 04.1903 (Sarstedt AG, Nhrecht,
Deutschland)
Sarstedt-Monovetfe 4,7ml Z-Gel Art.: 03.1524 (Sarstedt AG, Numbrecht,
Deutschland)
Vasofix® Braunille 178G/&“ Art.: 4268130B (Braun Melsungen AG, Deutschland)
NucleoSpif? Blood XL-Kit (Macherey-Nagel GmbH &Co. KG, DiireBeutschland)
E.Z.N.A® Blood DNA MiniKits (Peglab Biotechnologie, ErlangeDeutschland)
Taq DNA Polymerase-Kit (recombinant) (InvitrogenriShad, CA, USA)
Molecular Biology Grade Agarose der Packungsgrdi®eg Ref.#: EP-0010-05

(Eurogentec, Serating, Belgien)

Geréate

Zentrifuge: Megafuge 1.OR Bj. 1991 Fabrik-No.: 1Z6XHeraeus Sepatech,
Deutschland)

Kolbenhubpipetten 200-1000ul (Eppendorf, Gilson)

Thermocycler Typ T1 Thermoblock fur die DNA-Amp#iferung ( Whatman
Biometra GmbH i. L., Géttingen, Deutschland)

ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (AppBeosystems, Foster City,
CA, USA)

ABI 3700 capillary DNA Sequenzierer (Applied Biosyss, Foster City, CA, USA)
SegMarvli-Software (DNASTAR, Inc., Regent St. Madison, WISA)

Statistics Package for the Social Sciences 11.&40b, IL, USA)
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3  Ergebnisse

3.1 Ergebnisse flir CACT

Die Untersuchung der Gensequenz des Pseudogeris laige Ubereinstimmung zwischen
der Sequenz des Genes und den verwendeten Primerpadaher beeinflusste das
Vorhandensein dieses Gens unsere Untersuchung nicht

Die die Primer betreffenden Daten wie Annealing-penaturen, DNA-Fragmentlange und

Basensequenzen sind Tabelle 1 zu entnehmen.

3.1.1 Ergebnis Exon 1

Im Vorfeld wurden Versuche durchgefihrt, um die implen Bedingungen zur
Amplifizierung der DNA-Fragmente zu finden. Eine Plifizierung des ersten Exons war

trotz mehrmaliger Versuche nicht moglich.

3.1.2 Ergebnis Exon 2

Es wurden parallel zum Vorgehen bei Exon 1 auf @lage der in der Literatur gefundenen
Primerpaarungen [lacobazzi 1998] zur DNA-Sequerss@ade Primer modifiziert.

Bei der ersten PCR mit Probanden-DNA kam es zu &\esf in der Reaktion, es wurden bei
diversen Proben keine Produkte synthetisiert. Drdsprechenden Ausfalle wurden
nachfolgend per PCR in 4 kleineren Ansatzen nachstisiert und deren DNA-Fragmente
auf einem 2% Agarosegel verifiziert.

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Folgend®quenziert. Nach Sequenzierung
wurden die Daten mit der Referenz-DNA verglichea @le Sequenzen jeweils aus einem
Vorwarts- und einem Ruckwartsstrang bestanden, evurdie getrennt von einander
begutachtet. Bei Unregelmalligkeiten in einem DNpfd® wurden diese im
komplementédren DNA-Strang an der entsprechendele Stentrolliert. Es konnten keine
Mutationen festgestellt werden.
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3.1.3 Ergebnis Exon 3

Nach den anfanglichen Schwierigkeiten mit den vgegangenen Exonen wurde hier das
bendtigte Primerpaar der Literatur entnommen [lazab1998].

Bei den ersten Reaktionsansatzen gab es starkeuk®aodfélle. Die entsprechenden

fehlenden Produkte wurden in kleineren Ansatzejeweils 8 bis 10 Wells nachsynthetisiert

und durch Elektrophorese bei 80 [V] auf einem 2%iggarosegel verifiziert.

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Folgendsequenziert. Ebenfalls nach

Sequenzierung wurden auch bei diesem Exon dieesiptbenden DNA-Sequenzen mit der
vorliegenden Referenz-DNA verglichen. Die Ausweg@ngab keine Mutationen.

3.1.4 Ergebnis Exon 4

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Exonen, war@pienierung des Primerpaars fur
dieses Exon nicht méglich. Daher wurden die Primereut aus der Literatur [lacobazzi
1998] als Grundlage zur Modifikation entnommen.

Nach durchgefuhrter PCR und anschlieRender Elektngse wurden die Produktbanden
unter UV-Licht kontrolliert. 9 Proben enthieltenitke Produkte. Die fehlenden Produkte
wurden in einem weiteren Ansatz nachsynthetisiert

Die synthetisierten DNA-Fragmente wurden im Folgandequenziert. Die entsprechenden
Daten wurden wiederum auf Verdnderungen hinsi¢htier Referenz-DNA untersucht. Auch
hier gab es am Anfang der DNA-Strange leichte UelregRRigkeiten, die jedoch im

komplementaren DNA-Strang nicht bestatigt werdennken. Es konnten keine Mutationen

festgestellt werden.

3.1.5 Ergebnis Exon 5

Bei der Primerauswahl fir dieses Exon wurde dien@lage fir das Primerpaar aus der
Literatur [lacobazzi 1998] Ubernommen.

Die synthetisierten DNA-Fragmente wurden im Folgandequenziert.

Obwonhl die Bandenmuster keinen Hinweis auf Polyrhmmen ergaben, wurde die Sequenz
der DNA-Fragmente mit der Referenz-DNA verglichEBbenso wie bei den vorhergehenden
Analysen, gab es wenige UnregelmaRigkeiten am HKattang, jedoch konnten diese im

Komplementarstrang nicht verifiziert werden. Aufgdu des Ergebnisses des DNA-
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Vergleichs, kann man sagen, dal3 in der untersudbi¢A keine Mutationen im Exon 5

vorliegen.

3.1.6 Ergebnis Exon 6

Zur Primerwahl bei diesem Exon konnte der Primer,fdr den Vorwartsstrang notwendig ist
aus der Literatur [lacobazzi 1998] Ubernommen werdd-ir den Primer des
Ruckwartsstranges war es jedoch wiederum notwekttidifikationen der Primersequenz
vorzunehmen.

Nach Amplifizierung der DNA-Fragmente wurden diese Folgenden sequenziert. Nach
Sequenzierung wurden wiederum die Daten mit deefaz-DNA verglichen und keine

Mutationen festgestellt.

3.1.7 Ergebnis Exon 7

Die Primer fir dieses Exon wurden ohne Modifikatiewns der Literatur [lacobazzi 1998]
ubernommen.

Nach Amplifizierung der DNA-Fragmente wurde das Aifilfationsergebnis ebenfalls auf
einem 2% Agarosegel verifiziert.

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Folgendgequenziert und enthielten keine

Mutationen

3.1.8 Ergebnis Exon 8

Bei der Primerpaarung fur Exon 8 wurde der Printerden Vorwartsstrang auf Grundlage
der Literatur [lacobazzi 1998] modifiziert und dé&rimer fur den Ruckwartsstrang
ubernommen.

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Folgendequenziert und die Daten mit der

Referenz-DNA verglichen. Es wurden auch hier kéhegationen gefunden.

3.1.9 Ergebnis Exon 9

Das letzte Exon des untersuchten Gens wurde ebenfater zu Hilfenahme eines
Primerpaares untersucht. Die beiden Primer wurdsnabf eine kleine Modifikation des

Ruckwartsprimers (ohne Thymin am Ende) vollstaridigrnommen [lacobazzi 1998].
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Im Zuge der Optimierung wurde eine Mg@®lonzentration von 2,5 mM gewahlt, wobei sich
eine Annealing Temperatur von 58°C als optimal teeijachdem unter diesen Bedingungen
eine PCR mit Probanden-DNA durchgefihrt, stellténemen Ausfall diverser Produkte fest.
Fehlende Produkte wurden mit Hilfe von 3 kleinefgrsétzen ersetzt.
Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Folgendequenziert und die Daten mit der

Referenz-DNA verglichen. Es waren keine Mutatiofeststellbar.

3.2 Ergebnisse fir die CPT 1b SNP

In der MICK (Metabolic Intervention Cohort Kiel),oknte bei 716 der 755 kaukasischen
Mannern die Genotypisierung fiur die CPT 1b SNP Igréaich durchgefuhrt werden. Es
wurden folgende Allelfrequenzen fur die Polymorphesn festgestellt: rs470117: 0,27 und
rs3213445: 0,10 (Tabelle 2). Die Allelfrequenzerisprachen in etwa denen, die in einer
franzosisch-kanadischen Studie [Robitaille 2008}destellt werden konnten und zusatzlich
in der dbSNP Datenbank publiziert waren. Der vierd& uns untersuchte SNP, welcher
innerhalb des CPT 1b-Gens lag, wurde bisher niohtdeér Literatur oder Datenbank
beschrieben und weist eine sehr geringe Allelfraqué,009) auf. Fur die nachfolgende
Genanalyse wahlten wir auf Basis ihrer kleinsterelkbequenz (Uber 10%) die beiden
vorgenannten SNP in den codierenden SequenzenRiedl&Gens aus.

Aufgrund der relativ geringen Allelfrequenz des GBISNP 166V wurden fur die weitere
Analyse dieses SNP die homozygoten Trager (ll) dah heterozygoten Tragern (IV)
zusammengefasst. Fir den SNP CPT1b E531K wurdemodi®zygoten Trager des seltenen
Allels (KK) gegen die Heterozygoten (EK) und Homgaten (EE) des haufigen Allels
getestet.

Tabelle 3 zeigt die Auswertung des statistischesafumenhanges der untersuchten SNP mit
den Parametern des metabolischen Syndroms. Dietgemoppen der untersuchten SNP
unterscheiden sich nicht in den potentiellen Conftmun Alter, BMI und Taillenumfang, von
daher mussten die nachfolgenden Ergebnisse nichdiese Parameter statistisch korrigiert
werden.

Bei den homo- und heterozygoten Tragern des Polyhemus CPT1b 166V konnten wir
eine signifikante Erhohung der Nuchterntriglyzeyidder LDL-Konzentration und der
postprandialen Triglyzeride (AUC) gegentber demdtyp feststellen (Tabelle 3). Die LDL-
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Konzentration betrug bei den Tragern der Mutati6f,74 mmol/l vs. 142,99 mmol/l bei den
Homozygoten des Wildtyps (p=0,02) (Diagramm 1).

200
/1 Wildtyp *
[ CPT 1b 166V
150 A
=
Ke) ]
= 100
e
50 4
0 T

Genotypen CPT 1b 166V

Diagramm 1 LDL-Konzentration, Vergleich der Trager von CPT 1b 166V zum Wildtyp
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Die Nuchterntriglyzeride bei den Tragern des SNP Margleich zum Wildtyp betrugen
170,56 mg/dl vs. 137,02 mg/dl, p=0,02. Mit noch é@n Signifikanz waren die
postprandialen Triglyzeride unterschiedlich (2027 Ms. 1688,44, p=0,008) (Tabelle 3)
(Verlauf Gber 9h siehe Diagramm 2). Eine Auswertunitfels Chi-Quadrat-Test ergab in
unserer Kohorte bei dem CPT1b 166V SNP ein sigaiftk hbheres Risiko fur eine
Hypertriglyzeridamie (OR=2,21, p=0,002). (Tabelle dedoch besteht kein erhthtes Risiko

fur eine gestorte Glucosetoleranz, das metaboliSgimelrom oder eine Hypertonie (Tabelle
4).

300 4 —A— Wildtyp
—&— CPT 1b 166V

| 200 -+
©
&
e

100 A

O T T T T T
0 2 4 6 8 10
Zeitinh

Diagramm 2 Verlauf der Triglyzeridwerte wéhrend des oMTT, Vergleich der Tréager von CPT 1b 166V
zum Wildtyp
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T Wildtyp
[ CPT 1b 166V

0 T

Gentotypen CPT 1b |66V
Diagramm 3 Nichternglucose, Vergleich der Trager vo CPT 1b 166V zum Wildtyp

Bei den homozygoten Tragern des CPT1lb E531K Polgmemus war ebenfalls eine
signifikante Erhohung der LDL-Konzentration gegeamilmlem Wildtyp zu verzeichnen
(148,78 mg/dl vs. 142,10 mg/dl, p=0,02) (Tabelle Bine statistische Auswertung mittels
Chi-Quadrat-Test ergab in unserer Kohorte keingniffkanten Zusammenhang zwischen
dem untersuchten CPT1b E531K SNP und gestorter o&étcleranz, metabolischem
Syndrom, Hypertonie oder Hypertriglyzeridamie (Tiibd). Ein statistischer Zusammenhang
zwischen diesem SNP und einer erhdhten Nuchtelygegdkonzentration oder erhdhten
postprandialen Triglyzeriden konnte im Gegensatn ZLPT 1b 166V SNP nicht festgestellt
werden.

Fur beide SNP konnte kein statistischer Zusammenhaum Glucose- und
Insulinstoffwechsel (Tabelle 3) hergestellt werd&fenfalls ergab sich keine Korrelation
zwischen den beiden untersuchten CPT 1b SNP uner, ABMI, WHR, Taillenumfang,
Blutdruck und HDL-Konzentration.

3.3 Ergebnisse fir den CPT 2 SNP

In der MICK (Metabolic Intervention Cohort Kiel)pknte bei 716 kaukasischen Mannern die

Genotypisierung fur den CPT 2 SNP erfolgreich dgeftihrt werden. Folgende
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Allelfrequenz ergab sich fur den Polymorphismus 7€9821: 0,66 (Tabelle 2). Die
Allelfrequenz entspricht in etwa der in der dbSBRtenbank publizierten.
Der untersuchte Polymorphismus innerhalb des CPG&Ges wurde bisher in keiner
Assoziationsstudie untersucht, jedoch war er invaber uns verwendeten dbSNP Datenbank
auffindbar. Fur die nachfolgende Genanalyse wahitgrzusatzlich zu den beiden CPT 1b
SNP den oben genannten SNP in der codierenden igedas CPT 2-Gens aus.
Fur den SNP CPT2 V368I wurden die homozygoten Trédge seltenen Allels (II) gegen die
heterozygoten (VI) und homozygoten (VV) des haufigdels getestet.
Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse der statistischemalyse der untersuchten SNP mit den
Parametern des metabolischen Syndroms. Die Gerrotypen der untersuchten SNP
unterscheiden sich nicht in den potentiellen Conflmun Alter, BMI und Taillenumfang, von
daher mussten die nachfolgenden Ergebnisse nichdiese Parameter statistisch korrigiert
werden.
Bei den homozygoten Tragern des CPT2 V368 Polyhlmempus waren die
Nuchterntriglyzeride in der Gruppe der homozygoleiger des Polymorphismus gegeniber
der Gruppe mit Wildtyp und heterozygoten Tragegniikant erniedrigt (124,38 mg/dl vs.
143,21 mg/dl, p=0,03) (Tabelle 3).
Die weitere statistische Auswertung ergab keineré&ation zwischen dem untersuchten CPT
2 SNP und Alter, BMI, WHR, Taillenumfang, BlutdryckiDL-Konzentration, HOMA,
Glucose- und Insulinkonzentrationen. Gleiches diit die LDL-Konzentration und
postprandiale Triglyzeride. Die Berechnung eines@imdrat-Test ergab in unserer Kohorte
keinen Zusammenhang zwischen dem CPT2 SNP und rigest&lucosetoleranz,

metabolischem Syndrom, Hypertonie oder Hypertrigtigamie.
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4 Diskussion

4.1 Folgen einer Unterfunktion von CACT, CPT 1 oder CPT 2

Zurzeit sind 32 Falle einer CACT Unterfunktion belitenschen in der Literatur beschrieben.
Von diesen Studien befassen sich insgesamt 8 mi denetischen Aspekt einer
Unterfunktion, diese sind weiter unten erlautef. Artikel stitzen lhre Vermutung einer
CACT Unterfunktion im Wesentlichen auf Aktivitatseseingen von CACT vor allem in
Hautfibroblasten, auf einer Ausschlu3methodik, ikBher und/oder Labordiagnostik, in
einigen Fallen stutzt sich lhre Vermutung auf dieessng derp-Oxidationsrate in
Leukozyten oder Fibroblastenlgt 2001 Chalmers et al. 1997, Huizing 1998, Brivet et al.
1999, Pande et al. 1993, Olpin et al. 1997, Nuaodteal. 2000, Parini et al. 1999, Niezen-
Koning et al. 1995, Galron et al. 2004].

Die entsprechenden Symptome, die mit einer Unt&tion von CACT in Verbindung
gebracht werden sind folgende: Hypoketose, Hypdghik [Chalmers et al. 1997, Huizing et
al. 1998, Huizing et al. 1997, Brivet et al. 198@nde et al. 1993, Olpin et al. 1997, Nuoffer
et al. 2000, Parini et al. 1999, Niezen-Koning kt1®95, Ogier de Baulny et al. 1995,
Lopriore et al. 2001, Réschinger et al. 2000], Hgp@amonamie [Huizing et al. 1998, Rubio-
Gozalbo et al. 2003, Pande et al. 1993, Nuoffeale2000, Niezen-Koning et al. 1995,
Stanley et al. 1992, Galron et al. 2004, al Agdelle1999, Roéschinger et al. 2000],
Hypokalziamie [Wasant et al. 2002], Hyperkalidmigzen-Koning et al. 1995, Wasant et al.
2002], unterschiedlich stark ausgepragte Bikarb@&zadurie [Huizing et al. 1998, Ogier de
Baulny et al. 1995, Lopriore et al. 2001, Yang ét 2001, Roéschinger et al. 2000],
Leberverfettung mit abnormaler Leberfunktion [Niez€oning et al. 1995], verschiedene
kardiale Symptome und Skelettmuskelschwéache [Hgignal. 1998, Rubio-Gozalbo et al.
2003, Niezen-Koning et al. 1995, Ogier de Baulnglei995, Stanley et al. 1992, al Ageel. et
al. 1999, Choong et al. 2001, Yang et al. 2001lydret al. 1996]. Auch kam es in einigen
Fallen zu einer metabolischen Azidose [al Ageadlefl999, Wasant et al. 2002]. Zusatzlich
sind Atemnot und Krampfanfélle beschrieben [Staelegl. 1992].

Die Uberlebensrate der betroffenen Kinder ist ggrigine Lebenserwartung von bis zu drei
Jahren bei starker Auspragung wird beschriebenrjaopet al. 2001, Rdschinger etal. 2000].
Liegt ein milder Phanotyp vor, ist ein Uberleberefibie Kindheit hinaus moglich [Lopriore
et al. 2001, Roschinger etal. 2000]. Mehr als 4@én Gesamtkalorien menschlicher Milch



24
werden durch Lipide bereitgestellt. In diesem Zusemhang wird Carnitin und die damit
zusammenhangenden Transportenzyme bei einem Neegenozu wichtigen Faktoren fur
die Energiegewinnung aus Fettsauren [Roschingat. €2000]. Dieser Umstand begunstigt
das Zustandekommen der oben beschriebenen Symplwele postpartum, da sich, wie
schon erwahnt, die Energiegewinnung der Neugeboreaeptséchlich alf-Oxidation stiitzt
[RdAschinger et al. 2000].
Die eingeschrankte Lebenserwartung dieser Patiamegrstreicht die Funktion von CACT
als essentielles Stoffwechselenzym.
Die Hypoglykamie wird durch den raschen Verbrauepdtischer Glycogenspeicher und eine
gestoérte Glukoneogenese hervorgerufen [Roschirigedr 2000]. Die Hypoketose wird durch
einen mangelhaften Fettsduretransport und der sldodgenden erniedrigten Bereitstellung
von Acetyl-CoA induziert. Die Hyperammonamie reguttaus der limitierten Verfugbarkeit
von N-Acetylglutamat (dieses wird von Acetyl-CoAgateitet). Das N-Acetylglutamat ist
essentiell fur das Enzym Carbamoylphosphat Syntinas¢arnstoffzyklus.
Die Fehlfunktion von CACT bewirkt eine unzureichernakzw. fehlend@-Oxidation. Dadurch
werden die aus dem Blut aufgenommenen Fettsauréytosol angereichert und fuhren zur
Bildung von Lipidtropfen, dies schrankt die Funkiséhigkeit der Zelle ein [Choong et al.
2001].
Es ist daher denkbar, dal3 eine Funktionseinschrinkwn CACT, hervorgerufen durch
einen Aminosauretausch bei einer Punktmutatione éteatose von Leber-, Muskel- und
anderen Korperzellen hervorruft. Diese intramya#éte sowie intrahepatische Verfettung
kann zu einer Insulinresistenz fuihren, da sie rarhdnetabolischen Syndroms assoziiert ist
[Eckel et al. 2005].

4.2 Beschriebene genetische Defekte von CACT in der Literatur

Galron et al. [Galron et al. 2003] bestimmten gH@xidationsrate in Lymphozyten, diese war
im Vergleich zum Normwert erniedrigt bei gleichzger normaler Aktivitat von CPT 1 und

2. Eine genetische Untersuchung ergab eine homozggessive Mutation an Position 793 5
Basenpaare vom Ende des Exon 7 entfernt. Die Mutédt durch den Austausch von Adenin
gegen Guanin gekennzeichnet. Als Folge dieses Ascii@s wird bei der Synthese des

Carriers an dieser Stelle Glutamin durch Arginise¢zt. Dieser beschriebene SNP ist in der
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dbSNP Datenbank aufgrund seiner extremen Selteniobit verzeichnet. Eine Allelfrequenz
ist nicht angegeben.
Ogawa et al. [Ogawa et al. 2000] berichten Uberi Mationen, eine ist eine Deletion an
Position 146, hier ist die Base Thymin deletieigsd Deletion fihrt zu einer vollstandig
anderen Aminosauresequenz des synthetisiertenifdaten Codon 28 bis zum vorzeitigen
Stop-Codon 128 (normale Lange des Proteins 301 @sduren). Bei der weiteren
Untersuchung konnte eine Punktmutation an Posi#&i-10 T nach G (10 Basen
Strangaufwarts von der der Splicestelle entferegjdestellt werden, Ogawa et al. [Ogawa et
al. 2000] vermuten, dal diese Punktmutation zureapdicing-Mutation fuhrt, diese aul3ert
sich in einem Uberspringen des Exon 3 und 4 oderdes Exon 3. Die Exone sind fir
Transskription der zweiten, respektive der drifeansmembrandomane verantwortlich, ein
Wegfall der Exone fuhrt zu einem stark verkirztamyn, welches seine Funktion nicht
ausfuhren kann.
Huizing et al. [Huizing et al. 1998] berichten Ulmvei grol3ere heterozygote Deletionen in
der cDNA des CACT Gens. Das genetische Materialagewn sie aus RNA, welche sie aus
Hautfibroblasten extrahiert hatten. Eine Deletioarvibei Basenpaar 128 des Fragmentes
(Basenpaare 261-388) und die andere bei Basenp@amlFragment (Basenpaare 671-780)
zu finden. Die Deletionen filhrten zu einer drasigst Verkirzung des Produktes von einer
Lange von 301 Aminosauren in der Wildform auf eib&nge von 139 Aminoséauren
respektive 211 Aminoséuren. Die Deletionen fuhrkdinisch zu einer fur eine CACT-
Unterfunktion typischen Symptomatik. Man kann dieobachtete Deletion jedoch nicht
direkt auf eine Deletion im Genom zurlckfihrenjstsdurchaus moglich, dal3 die Deletion
durch einen Fehler beim Splicing auftrat.
Huizing et al. [Huizing et al. 1997] berichtet inner weiteren Publikation Uber einen
Patienten, bei dem in der Region zwischen Baser§i#aund 959 eine Base Cytosin inseriert
ist, dies fuhrt zu einer Verlangerung der Aminoséette um 21 Aminosduren auf 322
Aminosauren. Hierdurch kommt es zu einer Konfororeéanderung des Enzyms, eine
hydrophobe Doméne wird hinzugefiigt. Huizing et alermuteten, dal} diese
Konformationsanderung zu einem instabilen Protemtf
Costa et al. [Costa et al. 1999] berichten vonremenozygoten Substitution im CACT Gen,
bei der Cytosin gegen Thymin getauscht wurde. Ribs8tution bewirkt einen vorzeitigen

Kettenabbruch, was zu einem Protein mit einer Largye nur 166 Aminosauren fuhrt. Das
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genetische Material wurde per reverser Transsknptiaus RNA gewonnen. Der
Kettenabbruch fuhrte zu einer vollstandigen Inakitvdes Enzyms.
ljist et al. [ljlst et al. 2001] berichten Uber zwBefekte von CACT, der erste Defekt
entspricht dem von Huizing et al. [Huizing et ab9¥] der zweite Defekt betrifft eine
homozygote Substitution an Position 241 der cDNAerbki ist die Base Guanin durch
Adenin getauscht. Dieser Tausch bewirkt einen Wachs der Aminosauresequenz von
Glycin an Position 81 zu Arginin. Eine vollstandigaktivierung von CACT ist die Folge.
Yang et al. [Yang et al. 2001] verwendete zur Gewirg der cDNA von CACT ebenfalls
eine reverse Transskription. Eine Messung der La@legecDNA ergab eine verklrzte Lange
von 832 Basenpaaren und 741 Basenpaaren. Bei agaréin Fragment fehlt die genetische
Information des Exon 3 und bei dem kirzeren Fragrfedrien sowohl die Informationen aus
Exon 3 als auch von Exon 4. Die gefundene Mutadiomelt der von Ogawa et al. [Ogawa et
al. 2000] gefundenen. Eine direkte Amplifizierurey xone 2, 4 und 5 ergab keine Mutation
im genetischen Code oder den Splicestellen. Beidiekten Amplifikation des Exon 3
konnte eine einzelne homozygote Deletion an PosBRB festgestellt werden. Hier fehlt die
Base Guanin. Da die Deletion an Position einercgptelle lokalisiert ist, kann sie zu einem
abweichenden Spliceergebnis fiihren. Das Spliceargefilhrt zu einer 13 Bp langen
Insertion in der mRNA. Eine abweichende Funktion @ACT ist nicht beschrieben.
Die oben beschriebenen genetischen Defekte zeilgéhgroRere Verdnderungen des CACT-
Gens wie Deletionen, Substitutionen oder Insertionezu  gravierenden
Funktionseinschrankungen filhren kdnnen Diese habenletalen Ausgang zur Folge. Die
Ergebnisse zeigen ebenfalls, dal das CACT-Gen kehservativ vererbt wird. Diese
konservative Vererbung begriindet die absolute iS#die einer genetischen Veranderung bei
noch lebenden Patienten und begriinden den fehlemMbBhweis in einer grol3eren
Bevolkerungsgruppe, bzw. die NichteinfluBnahme mereGesellschaftskrankheit wie dem
Metabolischen Syndrom.

4.3 Beurteilung der Ergebnisse fir CACT

Im Laborversuch verringert Insulin in AnwesenhetinvAcetylcarnitin bei Zellen, die mit
CACT-Antikoérpern behandelt wurden, das Verhaltnis \Acyl-Carnitin zu Acyl-CoA. Bei

einer Inhibition von CACT wiirde die Acetyl-CoA Koertration, die durch mitochondriale
Substratoxidation hervorgerufen wird, sinken [Pelust al. 2005]. Ein Absinken der
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cytosolischen Acetyl-CoA Konzentration kann daraufiickgefuihrt werden, dal3 durch den
Defekt von CACT kein Acyl-CoA in die Mitochondriemansportiert werden kann, dadurch
fehlt es dort zuB-Oxidation und es entsteht kein Acetyl-CoA mehrl{Be et al. 2005].
Aufgrund der vorgenannten Effekte, die CACT auf dogtosolische Acetyl-CoA
Konzentration hat kann man CACT einen regulierendgfekt auf die Acetyl-CoA
Konzentration zuschreiben. Da CACT eine besondetk ih der Kontrolle def-Oxidation
hat, wird angenommen, dal3 eine ,down regulatiom @ACT den Lipidstoffwechsel, z.B.
einer Skelettmuskelzelle, dahingehend moduliert} dermindert Acyl-Carnitin in die
Mitochondrien aufgenommen wird [Peluso et al. 20@¢ Aktivitat von CPT 1 und 2 wird
jedoch nicht von einer Dysfunktion von CACT beaisfit [Peluso et al. 2005].
Wir konnten in unserer Untersuchung jedoch keineetischen Veranderungen feststellen.
Dies lasst darauf schlieRen, dall das CACT-Gen kehservativ vererbt wird und es
dementsprechend keinen Zusammenhang zum Metalmtis8yndrom gibt. Bei einer
Veranderung im CACT-Gen kommt es schon frihzeitigtpatal zur Manifestation der
entsprechenden Symptome. Zu den bekannten, selteNéh der dbSNP Datenbank des
CACT-Gens sind bisher keine Assoziationsstudiefientlicht worden. Eine Untersuchung
der beschriebenen oder etwaig neuer SNP war imemBepulation nicht moglich, da keine
neuen Polymorphismen gefunden wurden und die Adigifenz der bekannten SNP zu
niedrig ist.
In der von uns untersuchten Population konnte é&afnte SNP in Exon 9 (rs14828) nicht
entdeckt werden. In der normalen Wildpopulation kanan der Position des SNP innerhalb
der cDNA die Base Cytosin vor, die Punktmutatiagtivor, wenn in der Sequenz die Base
Cytosin durch Thymin ersetzt ist. In der doSNP Db#k ist eine Sequenzierung in einer
Population von 92 Personen europaischen Ursprungsgaben, diese hat jedoch ebenfalls
keinen SNP Trager ergeben. Von daher ist diesetiMuataufgrund ihrer Seltenheit in unserer
Population nicht weiter zu untersuchen.
Der SNP rs35989076 befindet sich in Exon 8. Derd#j weist an Stelle des beschriebenen
Defektes Cytosin auf, der SNP ist durch die Basgnih charakterisiert. Durch die Mutation
wird im Protein an Position 258 oder 260 die Am#nwa® Arginin (Wildtyp) gegen Glutamin
(Mutation) getauscht. Die Mutation weist eine Afilequenz von 0,027 in der afro-
amerikanischen Bevolkerung auf. Ein Effekt oderterei Informationen tber die Mutation
sind in der dbSNP Datenbank nicht beschrieben. Alieser SNP konnte in unseren 47 der
Sequenzierung zugefiihrten Probanden nicht nachgewigerden.
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Die Sequenzierung des CACT-Gens ergab in unseregersélichung keine SNP. Daher
konnten fir dieses Gen keine Assoziationsuntersigdmu zum metabolischen Syndrom

durchgefuhrt werden.

4.4 Beurteilung der Ergebnisse der untersuchten CPT-
Polymorphismen

Fur die zwei untersuchten Polymorphismen im CPT&b-Gnd den Polymorphismus im
CPT2-Gen haben sich signifikante Assoziationenamafetern des metabolischen Syndroms
ergeben. Bei allen drei Polymorphismen handelti@s sm Punktmutationen, die zu einem
Aminosauretausch fuhren. Daher haben diese Polywismnen eine potentielle funktionelle
Relevanz fur die Proteinstruktur.

Es sind relevante Ergebnisse beim CPT1b I66V Palgmsmus vorhanden, hier zeigte sich
eine signifikante Erhdhung der Nuchterntriglyzeridane Erhdhung der LDL-Konzentration
und eine deutliche Erh6hung der postprandialenlylggide im Vergleich zum Wildtyp.
Auch ist die postprandiale Glucose (AUC) nach oMiéndentiell erhdht. Durch den
Aminosaureaustausch von Isoleucin nach Valin isméglich, dal} es zu einem ,loss of
function® des Enzyms kommt. Dies kann dazu fuhrela3 es bei Trégern dieses
Polymorphismus zu einer Akkumulation von freien té@iren im Serum kommt, diese
konnen dann nicht der 3-Oxidation im Mitochondriaongefihrt werden. Die statistische
Auswertung zeigt den deutlichen Einflu3, den defT @ I66V-Polymorphismus auf den
Fettstoffwechsel hat. Der durchgefihrte Chi-Quadest zeigt, dald Trager des CPT1b 166V-
Polymorphismus ein mehr als doppelt so hohes Rigk® fach) (Tabelle 4) haben, eine
Hypertriglyzeridamie zu entwickeln Das Konfidenantall reicht hier von einem geringeren
Risiko von 1,34 bis zu einem maximalen Risiko vo8b3

Auf molekularer Ebene ist der SNP durch einen Amduretausch an Position 66 im Protein
gekennzeichnet. Bei diesem Austausch ist die Andimies Isoleucin beim Wildtyp gegen die
Aminosaure Valin bei den SNP-Tragern getauschtd®éiminoséduren gehoéren der Gruppe
der hydrophoben und aliphatischen Aminosauren dwdadbl beide Aminosauren derselben
Gruppe angehoren, unterscheiden sie sich. Im Gagems Isoleucin, welches gestreckt
gebaut ist und dementsprechend ein etwas grof3edesnen einnimmt ist Valin trotz gleich
langer Hauptkette {&3) eher von kugelférmiger Struktur Die dreidimemsile Struktur liegt

an der Tendenz des Kohlenstoffs seine vier Bindarge einer shHybridisierung in einem
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Winkel von 109° auszubilden, in etwa einem TetragueVergleich zum gestreckten Bau des
Isoleucins enspricht. Da die genaue Position dégeakZentrums von CPT 1b nicht bekannt
ist, kann nicht genau bestimmt werden, wo sich tRwsi66 in der Aminosauresequenz
raumlich befindet. Es ist zu vermuten, dal3 das @ndafgebaute Molekll des Valin eine
Konformationsanderung zumindest des aktiven Zergrurbewirkt. Dieses ware
maoglicherweise mit dem etwas kleineren Volumen Aleinosaure erklarbar. Ein kleineres
Volumen konnte zur Folge haben, dal3 zwei hydroph8béeile des Proteins dichter
zusammenricken und damit das aktive Zentrum von rdamlichen Ausdehnung her
verkleinert wird. Durch eine Verkleinerung des a&ti Zentrums ist es moglich, dal3 der
Metabolit, das Acyl-CoA, nicht mehr vollstandig das aktive Zentrum passt und so eine
enzymatische Umsetzung verzogert wird. Auf Eberse Steffwechsels kann der SNP durch
eine Unterfunktion von CPT 1b dazu fuhren, dal3Menge an bereitgestellten aktivierten
Fettsauren nicht vollstandig zy-Oxidation verwendet werden kann, dadurch ist eine
Akkumulation an Fettsauren im Cytosol mdglich. Bettsduren kénnen unter anderem in die
Blutbahn freigesetzt werden und liegen dort in Btld Konzentration gebunden an
Plasmaalbumin vor. Die erhohte Konzentration akulierenden freien Fettsduren im Plasma
fuhrt unter anderem zu einer vermehrten Glucosasgetund einer vermehrten Sekretion von
VLDL in der Leber [Eckel et al. 2005]. Ein weitereffekt der hohen Konzentration an freien
Fettsauren ist eine Absenkung der Insulinsensivitédit Muskelgewebe durch eine
inhibitorische Wirkung auf die insulinvermitteltdugoseaufnahme in Muskelzellen [Eckel et
al. 2005]. Zusatzlich zur Stimulation der Insulikstion durch die hohe
Glucosekonzentration bewirkt die hohe Fettsauregotration einen additiven Effekt auf die
Sekretion von Insulin aus den B-Zellen der Baucitbeddrise [Loffler, Petrides 1998].
Weiterhin verringert die Konzentration an freiertt&&uren im Plasma die insulinvermittelte
Glucoseaufnahme in die Muskelzellen. Folge diegseringerten Aufnahme in die Zellen ist
ein weiterhin vorhandener hoher Spiegel an Glucoskebenso ein hoher glucosevermittelte
Insulinspiegel. Die Freisetzung von Insulin soljestlich zu einem Absinken sowohl der
Glucosekonzentration durch Aufnahme in die Zellé auch der Konzentration an freien
Fettsauren durch die anabole Wirkung des Insuln&arm einer Lipogenese fuhren. Die
durch Insulin ausgeldste Lipogenese in den Leblerzélihrt zu einem intrazellularen Anstieg
der Triglyzeride, dies kann zu einer vermehrten s&hgittung von VLDL in Richtung der
anderen Korpergewebe als auch zu einer Sekretinnrviglyzeriden direkt ins Blut fihren.

Trotz Vorhandensein von Insulin  kann das Ungleighget im Fett- und
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Kohlenhydratstoffwechsel, hervorgerufen durch déiP Snicht abgebaut werden. Dies fuhrt
dann im Folgenden dazu, dalR sowohl eine konstarg Konzentration an Glucose als auch
an freien Fettsauren im Blut herrscht. Aus diessisdche heraus wirde ein hoher Spiegel an
Insulin im Blut vorliegen, was Uber einen langeisitraum hinweg im Sinne einer ,down
regulation® zu einer Reduktion der Zahl und Affétitder Insulinrezeptoren fiihren wirde
[Boden 1998]. Die Reduktion der Zahl und Affinitd&r Insulinrezeptoren flhrt primar zu
einer Insulinresistenz, die im weiteren Verlaukinen Diabetes Mellitus Typ 2 Gbergeht. Die
Insulinkonzentration wurde in unserer Studie sowaldhtern als auch postprandial wahrend
des oMTT und des oGTT gemessen, jedoch ergaberMdeswerte keine signifikante
Veranderung der Insulinkonzentration durch die Mata Bei der Bestimmung der
postprandialen Glucosekonzentration wéahrend des ToNk®dnnten wir eine tendenziell
erhohte Glucosekonzentration feststellen (p=0,0apélle 3). Da der Unterschied nach dem
OGTT nicht zu detektieren war unterstreicht diesBiedeutung des oMTT.
Zeichen einer Insulinresistenz ist eine gestortec@etoleranz. Eine gestorte Glucosetoleranz
konnten wir bei den Tragern des CPT 1b 166V SNBnserer Studie jedoch nicht feststellen.
Dementsprechend ist es durchaus mdglich, dal3 zutpudkt der Untersuchung noch keine
diesbezuglichen pathologischen Veranderungen vemlagpaher wére es interessant eine
prospektive Folgeuntersuchung der Probanden duiigiizan. Sollte sich in der Zwischenzeit
herausstellen, da’ die Gruppe der CPT 1b 166V SNIB€EF eine gestdrte Glucosetoleranz
oder gar einen Diabetes Mellitus Typ 2 entwickalt, ist anzunehmen, dal3 das Vorliegen des
untersuchten SNP zu einer erhdohten Préadisposit@indbr Entwicklung eines Diabetes
Mellitus Typ 2 oder zumindest einer gestérten Géatoleranz fuhrt. Der Einfluld auf den
Fettstoffwechsel fuhrt zu héheren Triglyzeridwerteie dadurch EinfluR auf eine erhdhte
Artheroskleroseneigung haben konnen, damit verigebelitet ist ein erhdhtes
kardiovaskulares Risiko. Unter diesem Aspekt wéarengeressant eine Auswirkung auf das
kardiovaskulare Risiko zu untersuchen, diesesgidoh unserer Studie jedoch nicht.
In der Literatur ist eine Assoziationsstudie zusdi@ SNP zu finden [Robitaille et al. 2007],
im Zuge der Studie wurde nach einer Assoziatiorselen verschiedenen SNP von CPT 1b,
unter anderem dem SNP 166V und E531K und BMI, GroBauchumfang und
Korpergewicht gesucht. Eine Assoziation des CPTI@&V-SNP zu diesen Parametern
konnten Robitaille et al. 2007 analog zu unserergeBmissen nicht feststellen.
Stoffwechselparameter wurden in dieser Studie niamtersucht. Der fehlende

Zusammenhang mit dem Ubergewicht deutet daraufdaif},die von uns gefundenen Effekte
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vermutlich nicht durch die Beeinflussung durch eimehOhten Korperfettanteil zu erklaren
sind.
Der zweite CPT1b-Polymorphismus (CPT1b E531K) varegleichsinnigen Einfluld auf die
LDL-Konzentration, diese ist bei dem rezessiv Jatien Polymorphismus gegenuber der
Gruppe mit den heterozygoten Tragern und dem Wildignifikant erhoht. Es ist also ein
additiver Effekt dieser beiden Polymorphismen demklkEbenso wie bei dem anderen
beschriebenen SNP von CPT 1b liegt hier auf mosekulEbene ein Aminoséuretausch vor,
jedoch an Position 531 in der Aminosauresequenz. Adstausch ist durch Wechsel der
Aminosaure Glutaminséure beim Wildtyp gegen die Aoséure Lysin bei den SNP-Tragern
charakterisiert. Beide Aminosauren gehoren zur @eupler hydrophilen Aminoséauren,
jedoch wird die Glutaminsaure zusatzlich in die éjgtuppe der sauren hydrophilen
Aminosauren eingeteilt, wohingegen das Lysin zutetgruppe der basischen hydrophilen
Aminosauren gehort. Diese Unterteilung bedeutet} adhe Glutaminsdure mit ihrer
Carboxylgruppe eine negative Ladung aufweist. Dgsin_weist durch das Vorhandensein
einer positiv geladenen Aminogruppe eine positiaedung auf. Auch bei diesem SNP ist die
genaue Lage der Position 531 in Bezug auf dasaki@ntrum des Proteins nicht bekannt. In
diesem Fall ist es durchaus moglich, das die Andinces der entsprechenden Position zur
Affinitat des Metabolits zum Enyzm beitragt. Einsaimmenhang mit der Affinitat konnte
man dartber herleiten, dall beispielsweise das @GoW- am Kohlenstoff der
Thioesterbindung eine positive Partialladung ausivédas konnte den Zweck einer negativen
Ladung an der Glutaminsaure begrinden und die igffindes Substrates zum Enzym
erhohen. Bei den SNP-Tragern ware dann die Aftii&s Metaboliten durch den Austausch
der negativen gegen die positive Ladung herabge&sire Herabsetzung der Affinitat konnte
die Besetzung des aktiven Zentrums und die Metsiealing verlangsamen. Die Folge wére
eine Erh6éhung der cytoplasmatischen Konzentratenfieien Fettsduren. Durch die erhdhte
Konzentration an freien Fettsauren in den Zellenaaich konsekutiv im Blut ware dann wie
bei dem vorgenannten CPT 1b I66V-SNP eine erhobte-KKonzentration erklarbar [Eckel
et al. 2005]. Die erhohte LDL-Konzentration lieBeichs durch eine erhohte
Triglyzeridsynthese in der Leber [Eckel et al. 2ZD@8klaren. Dieser SNP fuhrt zu einer
geringfugigen, aber signifikanten Erhohung der [@gride sowohl nichtern als auch
postprandial. Der Effekt des CPT 1b E531K SNP aeri &ettstoffwechsel ist jedoch im
Vergleich zum 166V SNP gering. Auch hier ware egiiessant festzustellen, ob dieser SNP

bei den Tragern in der Zwischenzeit zu einer gemtoGlucosetoleranz oder gar einem
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Diabetes Mellitus Typ 2 gefuhrt hat. Sollte das &afl sein, so kdnnten beide SNP als
Marker fir eine mogliche Pradisposition eines DiabeMellitus Typ 2 dienen. Die
Berechnung des linkage desequilibrium ergab eingigkeit eines gemeinsamen Auftretens
beider SNP von 0,208 also in etwa bei 21%.
Auch der SNP CPT 1b E531K ist in der Assoziatiandist von Robitaille et al. 2005
beschrieben worden. In der dbSNP Datenbank isedi88IP ebenfalls auffindbar. In der
Studie von Robitaille et al. 2005 konnte eine digante Assoziation zwischen den sowohl
homozygoten als auch den heterozygoten Tragern@Rs§ 1b E531K Polymorphismus und
den Parametern BMI, Gewicht und Taillenumfang inh&mgigkeit vom Fettkonsum der
Probanden festgestellt werden. Sie konnten feksieldal dieser SNP verschiedene
Phanotypen der Fettleibigkeit modulieren kann, alt@m bei denjenigen Probanden, die eine
erhohte Bereitstellung an Lipiden in der Nahrunfaleen haben. Auch vermuten sie, dal3
eine durch den SNP beeintrachtigte Fettsaureoriglazu einer Adipositas fuhren kann.
Allerdings wurde in dieser Studie keine Assoziatilen CPT 1b SNP und dem metabolischen
Syndrom oder LDL-Cholesterin untersucht.
Es existiert bisher lediglich eine Assoziationsguwbn SNP in CPT Genen mit Parametern
des metabolischen Syndroms. Die Studie untersutd#éseCPT la-Gen (Leberisoform). Es
konnten in dieser Studie keine signifikanten Asatianen zwischen den SNP und Diabetes
Mellitus Typ 2 sowie den anderen Parametern desabmischen Syndroms festgestellt
werden. In dieser Studie wurden mdgliche Effekte 8NP des CPT la Genes auf den
hepatischen Lipidgehalt, den HOMA-IR-Wert und diengentration der Serumtriglyzeride
bei 87 Diabetes Typ 2 Probanden untersucht. Dias#ieSkonnte keinen Zusammenhang zu
einer Insulinresistenz oder einem Diabetes Mellitys 2 herstellen [Hirota et al. 2007]. Das
CPT 1a-Gen wurde in unserer Studie nicht untersucht
Der von uns untersuchte CPT 2 SNP wurde zuvor nexin Assoziationsstudien untersucht.
Wir fanden hier im Gegensatz zu den SNP im CPT &b-k&i den homozygoten Tragern des
CPT 2 V368I-Polymorphismus eine signifikant nieerig Nichterntriglyzeridkonzentration
(Tabelle 3). Auf molekularer Ebene findet auch h&n Aminosauretausch statt. Der
Austausch liegt an Position 320 in der Aminosaugaseaz des CPT 2. Es kommt dadurch zu
einem Austausch von Valin beim Wildtyp zu Isoleub& den SNP-Tragern. Wie auch schon
beim CPT 1b 166V SNP angemerkt, besitzt Valin duseine Molekulstruktur ein kleineres
Volumen als Isoleucin. Es ist also mdglich, dal3 dminosdure Isoleucin zu einem

Auseinanderweichen zweier hydrophober Enzymdomdiibrt. Im Falle dieser Mutation
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misste es jedoch durch das Auseinanderweichemeu Erweiterung des aktiven Zentrums
kommen, welche dazu fihrt, daR die Bindung von éawiitin an das aktive Zentrum
schneller erfolgt kann als sonst. Eine schnelleiadihg wirde insgesamt zu einer
Beschleunigung des Substratumsatzes fuhren undndgonechend auch eine Verringerung
der Triglyzeridwerte zur Folge haben.

Zusammenfassend kann man aus unseren Ergebniddesf3sc, dal die Trager einer der
beiden oben beschriebenen CPT 1b SNP ein deutlidihtes Risiko fir eine Dyslipidamie
aufweisen. Da weiterhin ein SNP (CPT 1b 166V) berezu erhdhten postprandialen
Glucosekonzentrationen fuhrt, konnte das CPT-GerKandidatgen fur die Entwicklung des
Metabolischen Syndroms darstellen. Dementsprecheird eine Genotypisierung der SNP

im Sinne einer Risikoabschéatzung in der Allgemewudltieerung zu diskutieren.



34

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werdeln es einen Zusammenhang zwischen
Metabolischen Syndrom und den Genen carnitinab@ndiransportproteinen CACT, CPT 1
und CPT 2 Genen gibt. Probanden der Metabolic yatégron Cohort Kiel (MICK) wurden
auf das Vorhandensein von codierenden SNP der ClId 2 Gene rs470117 (CPT 1b, 531
E/K), rs3213445 (CPT 1b, 66 I/V) und rs1799821 (CBT368 V/I) untersucht. Weiterhin
wurde von allen Teilnehmern eine Stichprobe vorPd4dbanden ausgewahlt und das CACT-
Gen sequenziert um Polymorphismen in diesem Gerdetaktieren, da fur dieses Gen
lediglich 3 seltene Polymorphismen in der von uesmendeten Datenbank (National Center
of Biotechnology Information) zu finden waren. Miilfe der TagMan-Methode wurde die
Probanden DNA auf die codierenden CPT Polymorphisumersucht.

Es ergab sich ein signifikanter Zusammenhang dd3T @b E531K Polymorphismus mit
einer erhohten LDL-Konzentration und fir den CPT @&V SNP ein signifikanter
Zusammenhang mit erhdhten Nuchterntriglyzeriden uedh6hten postprandialen
Triglyzeriden. Zusatzlich wiesen die Trager destesen Allels tendenziell erhohte
postprandiale  Glucosekonzentrationen auf. Die Segeming erbrachte keine
Polymorphismen im CACT Gen. Samtliche beschriebdréie von genetischer Varianz in
diesem Gen bestéatigen zudem eine konservative Margrdes CACT Gens.

Eine mdgliche Verbindung zwischen dem metabolisch&@yndrom wund den
carnitinabhangigen Transportproteinen kann vornallder Mutationen des CPT 1b Gens

hergestellt werden.
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Tabelle 1Primerinformation und Vergleich von Literaturangaljlacobazzi et al. 1998] und Primermodifikatioayse Schmelztemperaturen und entsprechende Fralimgen
Exonnummer Richtung des Primers Literaturangabe 5- 3’
GGT-CGA-GAA-CTG-ACA-GAC-GGA-G  GCC-CGA-GAA-CTG-ACA-BC-GGA-G

vorwarts Primer

Verwendete Primersequenz5 3’

Schmelztemperatur

Fragmentlange in Bp

Exon 1 rickwarts Primer ACA-CAT-GCC-CTC-TTC-TGC-CCA-G ACA-CAT-GCC-CCT-CTT-0G-CCC-AG 2°C 248
Exon 2 vorwarts Primer CAG-GCA-GTT-CTG-ATT-CTG-GT 60°C 196
rickwarts Primer AAC-CCC-GTG-AAT-GTG-TTC-TG CAA-CCC-CGT-GAA-TGT-GTTCT
Exon 3 vorwarts Primer AAA-GGT-GGT-GGT-GTC-TGT-AAA-C 60°C 297
rickwarts Primer GTC-ACG-CTA-CCA-GGC-ACA-AC GTC-ACG-CTA-CCA-GGC-AGMAC
Exon 4 vorwarts Primer CTC-GGT-GGT-TAA-GTC-ACA-GGT-G CTC-GGT-GGT-TAG-TCA-AG-GTG 66°C 250
rickwarts Primer GCC-ACT-GCA-CCC-AGT-CCT-GA
Exon 5 vorwarts Primer CCT-GCT-GGG-TCT-GTG-ACT-CTG-A 66°C 267
rickwarts Primer CCA-CTT-CAG-GTG-ACC-TTC-CCC-A GGC-TAA-TCT-GGC-AAT-CA-GGC-A
Exon 6 vorwarts Primer TGG-CGA-AGA-GTT-TAT-GTA-CTT-T 56°C 207
rickwarts Primer CAG-ACA-TGG-AGC-CAA-GAA-CA CTA-CTT-CTG-CTT-TCA-GATTCA-C
Exon 7 Vf)rwa[ts Pnr_ner GCC-ACT-CTC-ACA-GCC-TTT-GTC-TA 66°C 237
rickwarts Primer TAT-GAG-CTT-TGC-ACC-CCA-GGA-TTA
Exon 8 vorwarts Primer GAC-TTA-ACT-CGT-AGT-TTC-TCC-T GAC-TTA-ACT-GCT-AGT-TC-TCC-T 60°C 258
rickwarts Primer GGA-ACA-AGC-AAA-AGT-CAA-ACC-A
Exon 9 vorwarts Primer CAG-GGC-CAG-CAA-AGC-ATA-GTG 58°C 420
rickwarts Primer GTA-GTA-TCT-GGT-CTG-GAA-GCT-ACT 5 GTA-GTA-TCT-GGT-CTG-GAA-GCT-AC
Tabelle 2 Ausgewahlte Polymorphismen der Carnitin-Palmitbsdnsferase Ib und 1I0PT1b/2) lokalisiert auf den Chromosomen 22 and 11
Gene (alias) dbSNP ID Position des SNP Sequenz (55 3 AS Wechsel Allel-
frequenz
CPT1b (muscle) rs 470117 Exon 13 aggcggtcatcA/QGapagc 531 E/K 0.27
CPT1b rs 2269383 Exon 8 tcggatcccggA/Geaaggacacag 20G/® 0.009
CPT1b rs 3213445 Exon 2 ggctggtcgtcA/Gtcatggcaacac 661/V 0.10
CPT2 rs 1799821 Exon 4 gctctactgccA/Gtccactttgag 8Va6 0.66
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Tabelle 3Anthropometrische und Metabolische Parameter &3rl® 661/V, CPT1b 531 E/K und CPT2 368V/I Genotypen

3 arithmetisches Mittel (SEM} geometrisches Mittel (+/- SEMJ;t-Test zum Vergleich der Mittelwerte, zweiteili§égnifikanz;® t-Test zum Vergleich der Mittelwerte, berechnet
mit logarithmisch umgerechneten Daten, zweiteilignifikanz;* HOMA homeostasis model assesment: mU/I Insulinmaii Glucose x 22.3; ‘Mittelwert zweier unabhéngiger

Messungen
CPT1b 661/V CPT1b 531 E/K CPT2 368V/I

Variable Il VV+IV p EE+EK KK p VV+VI I p
Probanden [n] 629 71 505 190 580 120
Alter [Jahre} 58,9 (0.02) 59,8 (0.005) 049 59 (0.002) 59,15 (0.003) 0%64 58.9 (0.02) 59.5 (0.004) 0.%2
BMI [kg/m?? 27.42 (0.17) 27.43 (0.42) 097  27.41(0.18) 27.43 (0.29) 094  27.48(0.17) 27.0 (0.33) 0.20
WHR? 0.99 (0.003) 0.99 (0.006) 040  0.99 (0.003) 0.99 (0.004) 096  0.99 (0.003) 0.98 (0.005) 020
Taillenumfang [cn] 100.11 (0.50) 100.3 (1.14) 088  99.92(0.56) 100.53 (0.81) 053  100.34 (0.52) 98.77 (0.98) 046
systolischer Blutdruck [mmH8] 129.04 (0.72) 133.03 (2.22) 0909  129.22 (0.82) 129.86 (1.24) 0%7  129.58 (0.75) 128.55 (1.59) 0%6
diastolischer Blutdruck [mmH8] 80.49 (0.43) 80.42 (1.40) 096  80.46 (0.49) 80.53 (0.75) 094  80.54 (0.44) 79.98 (1.02) 051
HDL [mmol/l]? 53.49 (0.59) 52.5 (1.76) 0.59 53.5 (0.65) 53.36 (1.07) 091  53.31(0.62) 53.93 (1.19) 0%5
LDL [mmol/] 142.99 (1.33) 151.74 (3.29) 0.0Z 142.1 (1.47) 148.78 (2.33) 0.0Z 144.15 (1.33) 142.73 (3.32) 0%9
HOMA®' [mU*mmol* 3° 3.90 (0.01) 4.02 (0.03) 0.45 3.96 (0.01)) 3.71 (0.02) 0.94 3.93 (0.01) 3.64 (0.02) 0.24
Niichtern Triglyzeride [mmol/] 137.02 (0.008) 170.56 (0.03) 0.0Z 136.13 (0.009) 151.63 (0.02) 0°12 143.81 (0.009) 124.38 (0.02)  0.0%
Pp Triglyzeride (AUC) 1688.44 (0.08)  2037.42 (0.02) 0.008'  1675.36 (0.009) 1838.57 (0.02) 0’18 g"g%gf 1611.00 (0.01) 0.21
Niichtern Insulin [HIE/mI] 14.72 (0.48) 15.59 (1.52) 0.57 14.42 (0.46) 15.33 (1.09) 0.36 14.77 (0.49)  4.11(1.00) 0.57
Pp Insulin oMTT (AUC) 202.51 (6.83) 223.09 (19.45) 0.34 201.16 (7.39) 211.60 (13.27) 0.47 206.14 (7.27 192.09 (13.34) 0.41
Pp Insulin oGTT (AUC) 174.24 (5.61) 176.12 (12.28) 0.91 169.84 (5.63) 184.33 (11.71) 0.21 177.46 (5.84 155.03 (10.62) 0.10
Niichtern Glucosgmmol/l]° 104,38 (0.66) 108.42 (2.48) 092  104.82 (0.78) 104.44 (1.07) 078  104.82 (0.73) 103.96 (1.12) 0%52
Pp Glucose oMTT (AUC) 519.22 (0.003) 550.78 (0.01) 0.07" 524.90 (0.003) 515.97 (0.006) 0926 524.59 (0.003) 512.00 (0.005) .2
Pp Glucose oGTT (AUC) 463.78 (0.004) 490.51 (0.01) 0.17 466.56 (0.004) 466.41 (0.003) 0990  468.30 (0.004)  454.63 (0.008) 0918
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Tabelle 4Ergebnisse Chi-Quadrat-Test: Ordinalparameter ges&lucosetoleranz ja/nein, metabolisches Syndadnein, Hypertonie ja/nein und
Hypertriglyzeridamie ja/nein fur CPT1b 661V, CPTAB1EK und CPT2 368VI

gestorte metabolisches Syndrom

Glucosetoleranz ja/nein

ja nein 0 ja nein 0
Genotyp n (%) n (%) OR (95% CI) b n (%) n (%) OR(95%) o
CPT 1b 661V I 143 (88) 481 (91) 1 0.180 137 (87) 484 (9) 1 0.140
CPT 1b 661V IV+WV 20 (12) 50 (9) 1,345 (0,78-2,34) 20 (13) 50 (91) 1,413 (0,81-2,46)
CPT 1b 531EK EK+EE 115 (70) 388 (74) 1 112 (71) 388 (73) 1
CPT 1b 531EK KK 47 (30) 139 (26) 1,141 (0,77-1,69) 46 (29) 140 (27) 1,138 (0,77-1,69)
CPT 2 368VI IV+WV 133 (82) 443 (83) 1 135 (85) 438 (82)
CPT 2 368VI 11 29 (18) 89 (17) 1,085 (0,68-1,72) 23 (15) 95 (18) 0,785 (0,48-1,29)

. . Hypertriglyzeridamie
Hypertonie ja/nein ja/nein

ja nein 0 ja nein 0
Genotyp n (%) n (%) OR (95% CI) b n (%) n (%) OR(95%) g
CPT 1b 661V 11 324 (89) 308 (91) 1 186 (85) 436 (92) 1
CPT 1b 661V IV+WV 41 (11) 30 (9) 1,299 (0,79-2,13) 34 (15) 36 (8) 2,214 (1,34-3,65)
CPT 1b531EK EK+EE 256 (71) 252 (75) 1 0.12 156 (72) 345 (74) 1 0.32
CPT 1b 531EK KK 106 (29) 84 (25) 1,242 (0,89-1,74) 62 (28) 124 (26) 1,106 (0,77-1,58)
CPT 2 368VI IV+WV 299 (82) 284 (83) 1 190 (86) 384 (82) 1
CPT 2 368VI 11 65 (18) 55 (17) 1,123 (0,76-1,67) 31 (14) 87 (18) 0,720 (0,46-1,12)
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