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1 Einleitung

1.1 Diabetes im Kindes- und Jugendalter

Bei ca. 5% der Deutschen wurde bisher ein Diabetes mellitus diagnostiziert. Ca. 5%
davon sind Kinder und Jugendliche, die v.a. an dem Typ 1 Diabetes (T1D) leiden (Spinas
2000). Der T1D zeichnet sich durch eine immunologisch vermittelte oder ideopathische
Zerstorung der Betazellen mit einem daraus resultierenden absoluten Insulinmangel aus.
Zur Zeit sind damit in Deutschland ca. 10.000 — 15.000 Kinder und Jugendliche im Alter
von 0 bis 15 Jahren bzw. 21.000 — 24.000 im Alter von O bis 19 Jahren von einem T1D
betroffen. Jahrlich erkranken weitere ca. 2.200 Kinder und Jugendliche in Deutschland
neu an T1D (Badenhoop u. Boehm 2004, Danne et al. 2004).

Seit einigen Jahren werden bei Kindern und Jugendlichen zunehmend auch andere
Formen des Diabetes (Tabelle 1), wie z.B. der Typ 2 Diabetes (T2D) beobachtet. Diese
Diabetesform wurde bisher vor allem als Krankheit des dlteren Menschen betrachtet und
ist durch eine Insulinresistenz bzw. Sekretionsstorung mit relativem Insulinmangel
gekennzeichnet. Es wird geschitzt, dass derzeit ca. 1,57 pro 100.000, d.h. ca. 210 Kinder
und Jugendliche im Alter von 5 bis 19 Jahren in Deutschland jdhrlich neu an T2D
erkranken. Wie bei den Erwachsenen zeigt sich auch bei den Jugendlichen eine
Assoziation zu Adipositas, Bewegungsmangel und weiteren Formen des sog.
metabolischen Syndroms (Danne et al. 2004). Insbesondere konnte in den letzten Jahren
gezeigt werden, dass die genetisch bedingten, nicht immunologischen Formen des
Diabetes, wie der Maturity-Onset Diabetes of the Young, weit hédufiger vorliegen, als

bisher angenommen (Danne et al. 2004).



Tabelle 1: Klassifikation des Diabetes mellitus. /n Anlehnung an
(AmericanDiabetesAssociation 2004).

Weitere Einteilung/ Charakteristika

I. Typ 1 Diabetes a. Immunologisch Autoimmune B-Zell-Zerstérung mit
absolutem Insulinmangel
b. Idiopathisch Beta-Zellverlust ohne Zeichen einer
Immunreaktion
ll. Typ 2 Diabetes Insulinresistenz bis Insulinsekretionsdefekt mit relativem
Insulinmangel.
lll. Andere Genetische Defekte der Beta- z.B. monogen: Maturity-onset
spezifische Zell-Funktion diabetes of the Young (MODY)
Diabetes-Typen mitochondrial
Erkrankungen des exokrinen  z.B. Pankreatitis, Trauma,
Pankreas Mukoviszidose
Endokrine Erkrankungen z.B. Cushing-Syndrom
Medikamenteninduzierter z.B. durch Steroide
Diabetes
Infektionen z.B. kongenitale Rételn
Andere seltene genetische z.B. Trisomie 21
Syndrome
IV. Gestations- Erstdiagnose einer Unterform von Diabetes wahrend der
diabetes Schwangerschaft

1.2 Hereditare Diabetesform: MODY

Der Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY) ist die hédufigste genetische Form
von Diabetes. Er zeichnet sich durch eine monogene, autosomal-dominant vererbte
Betazellfunktionsstorung beim Jugendlichen und jungen Erwachsenen aus und ist
charakterisiert durch eine glukoseinduzierte Insulinsekretionsstorung bei zunéchst
normaler Menge von Insulin (C-Peptid im Normbereich). Klinisch présentiert sich der
MODY eher wie ein T2D, allerdings bei jungen und in der Regel normalgewichtigen
Personen. Daneben fehlen die fiir den T1D typische Ketoazidoseneigung und die

diabetesspezifischen Antikorper (Tabelle 2) (Fajans et al. 2001).



Tabelle 2: Differenzialdiagnostische Kriterien fiir MODY in Abgrenzung
zu Typ 1 und Typ 2 Diabetes. Modifiziert nach (Fajans et al. 2001, Tillil et al.
1998). MODY Maturity-Onset Diabetes of the Young.

MODY Typ 1 Diabetes Typ 2 Diabetes
Meist Jugend- und Meist Kindes- bis Meist mittleres und
Manifestationsalter  junges junges héheres
Erwachsenenalter Erwachsenenalter Erwachsenenalter
Auftreten/Beginn Eher schleichend Akut bis subakut Meist schleichend
Haufig Polyurie,
Haufig keine Polydipsie, Haufig keine
AT Beschwerden Gewichtsverlust, Beschwerden
Mudigkeit

Koérpergewicht

Ketoseneigung

Insulinsekretion

Meist normalgewichtig
Fehlend

Gestort (v.a. nach
Glukosereiz)

Keine (oder nur

Meist normalgewichtig

Ausgepragt

Vermindert bis fehlend

Meist Ubergewichtig
Fehlend oder nur
gering

Subnormal bis hoch,
qualitativ gestort

Insulinresistenz gering) Keine (oder nur gering) Oft ausgepragt
Monogen, autosomal- Multifaktoriell Multifaktoriell
Erbgang ;
dominant (polygen) (polygen, heterogen)
Diabetesassoziierte : . Ca. 90 - 95% bei
Antikérper NS gL Manifestation PN
Stoffwechsel Stabil Labil Stabil
. . Diat, orale . Orale Antidiabetika,
UL e el Antidiabetika sl spater Insulin

Bisher sind sechs verschiedene Gene identifiziert worden, die eine Form von
MODY verursachen konnen. Beim MODY 2 ist das Schliisselenzym der Glykolyse in
Leber und Pankreas, die Glukokinase (GCK) betroffen (Froguel et al. 1993). Sie ist
auBerdem verantwortlich fiir das sog. ,,Glukosesensing* der Betazelle (Fajans et al.
2001). Die ,hepatic nuclear factors HNF4alpha (HNF4a, MODY 1), HNFlalpha
(HNF1a, MODY 3) und HNFlbeta (HNF1b, MODY 5) gehoren zu den sogenannten
,wliver enriched transcription factors® (LETF) (Cereghini 1996). Sie wurden zunéchst in
der Leber identifiziert, werden aber nicht ausschlieBlich dort exprimiert (Ryffel 2001).
Beim MODY 4 ist der ,insulin promoting factor (IPF-1) und beim MODY 6 der
,heurogenic differentiation factor 1 (NeuroD1) funktionell gestort. All diese
Transkriptionsfaktoren beeinflussen entscheidend die Entwicklung, Proliferation und
Stoffwechselfunktion der Betazellen des Pankreas und regulieren dort die Expression und
Sekretion von Insulin und anderer fiir die Glukosehomoostase wichtiger Gene (Fajans et

al. 2001) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Regulation der Sekretion und Expression von Insulin und
Metabolismus der pankreatischen Betazelle. Modifiziert nach (Fajans et
al. 2001). Bestimmte Transkriptionsfaktoren (griin) und die Glukokinase
(orange) sind wichtige Regulatoren der Betazellfunktion. Beim MODY liegt
eine Stérung des intrapankreatischen  Glukosemetabolismus der
glukoseinduzierten Insulinfreisetzung vor. ATP Adenosin-Tris-Phosphat,
Ca’* Calcium, G6P Glukose-6-Phosphat, GLUT2 Glukose-Transporter 2,
HNF Hepatic Nuclear Factor, IPF-1 Insulin Promoting Factor 1, NeuroD1
Neurogenic Differentiation Factor 1 , K* Kalium, PPIns Pra-Pro-Insulin.

HNFla ist mit ca. 60% das am hiufigsten betroffene MODY-Gen in Europa
(Frayling et al. 2003). Es zéhlt zu den sog. ,,Homeodomain‘“-tragenden ,,helix-turn-helix*
Transkriptionsfaktoren und wird vor allem in Leber, Niere und im exokrinen wie
endokrinen Pankreas exprimiert (Yamagata 2003). Dort reguliert es neben der Expression
von Insulin v.a. die des Glukose-Transporter Typ 2 (GLUT2) und der Pyruvat-Kinase
vom Typ L (PKL) (Wang et al. 2002). Die Funktion von HNF1la scheint im Pankreas
besonders vulnerabel fiir Mutationen zu sein, da es beim MODY3 zwar zur Ausbildung
eines Diabetes kommt, die Funktion in anderen Expressionsgeweben, wie z.B. der Leber,
weiterhin intakt bleiben (Pearson et al. 2001).

HNF1b ist strukturell mit HNF1a verwandt und wird aufler in der Leber vor allem
im endokrinen Pankreas, den Nieren und Geschlechtsorganen exprimiert (Cereghini
1996, Yamagata 2003). Dort wirkt es als Homodimer oder zusammen mit HNF1a als

Heterodimer auf seine Zielgene, wie z.B. Insulin. Tierversuche zeigten, dass die beiden
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Gene trotz ihrer Gemeinsamkeiten sowohl wihrend der Entwicklung als auch im reifen
Gewebe zu unterschiedlichen Zeiten exprimiert werden, unterschiedliche Aufgaben
tibernehmen und die Funktion des anderen nicht kompensieren konnen (Ryffel 2001).
Inaktivierung von HNF1b in Mdiusen sind perinatal letal mit Fehldifferenzierung von
parietalem und viszeralem Endoderm assoziiert (Ryffel 2001).

HNF4a ist ein Mitglied der Steroid-Hormon-Rezeptor Grof3familie und wird in der
Leber, den pankreatischen Betazellen, Niere und Diinndarm exprimiert. Es bindet die
DNA als Homodimer und aktiviert die Transkription von Insulin, GLUT2, PKL und
weiterer fiir den Glukose- bzw. Lipidstoffwechsel entscheidender Gene (Wang et al.
2000, Yamagata 2003). Verschiedene Expressionsstudien haben gezeigt, dass zwischen
HNF4a und HNFla vor allem im Pankreas eine starke Wechselbeziehung besteht, die
unter anderem die dhnliche klinische Prisentation von MODY1 bzw. MODY 3 erklédren
sollen (Odom et al. 2004, Yamagata 2003).

Das Homeodomain-Protein IPF-1 ist entscheidend fiir die Entwicklung des
Pankreas und die Aufrechterhaltung seiner Funktion (Servitja u. Ferrer 2004, Stoffers et
al. 1997, Wang et al. 2002). Im reifen Organismus wird es fast ausschlieBlich in
Betazellen exprimiert und die Expression von Insulin, der GCK, des Insel-Amyloid-
Polypeptid (IAPP) und des GLUT2 reguliert (Servitja u. Ferrer 2004).

Das basic helix-loop-helix-Protein NeuroDI, auch bekannt als beta-cell E-box
transactivator 2 (BETA?2), ist ebenfalls ein entscheidender Faktor in der Entwicklung der
Betazellen des Pankreas. Es reguliert die Expression des Insulin-Gens iiber die Bindung
an ein kritisches E-box Motiv im Insulin-Promoter (Malecki et al. 1999). Aufler im
endokrinen Pankreas wird NeuroD1 im Darm und im Gehirn exprimiert und ist dort fiir
die Differenzierung von enteroendokrinen Zellen und Neuronen verantwortlich (Naya et

al. 1997).

1.3 Verteilung und klinische Prasentation von MODY

Schitzungen zu Folge sind etwa 5% der Typ 2 Diabetiker einem MODY zuzuordnen
(Danne et al. 2004, Yamagata 2003). MODY 2 und 3 stellen in Europa mit zusammen
knapp 70% die haufigsten Unterformen von MODY dar (Lindgren et al. 2002). Trotz
klinisch eindeutigem MODY konnen derzeit in Europa in etwa 15-20% der Fille keine

Mutationen in den bisher mit MODY assoziierten Genen nachgewiesen werden. Diese
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Fille werden auch als MODY X bezeichnet (Fajans et al. 2001, Frayling et al. 2001,
Frayling et al. 2003). Insgesamt wird vermutet, dass weit mehr Patienten von einem

MODY betroffen sind, als bisher angenommen (Bellanne-Chantelot et al. 2005).

HNF HNF Neuro
1a 43

HNF F-

Abbildung 2: Verteilung der Genmutationen von MODY und MODY X.
Nach (Lindgren et al. 2002). In der Mehrzahl der Falle von MODY sind sog.
Transkriptionsfaktoren betroffen, mit MODY 3 als haufigste Form tberhaupt.
Es folgt der MODY 2 mit knapp 15%. Etwa 15% klinischer MODY-Félle
konnten bisher keinem Gen zugeordnet werden. HNF Hepatic Nuclear

Factor, MODY Maturity Onset Diabetes of the Young, IPF-1 Insulin
Promoting Factor 1, NeuroD1 Neurogenic Differentiation Factor 1.

Klinisch unterscheiden sich die einzelnen Formen von MODY vor allem in der
Schwere und Progression der Hyperglykdmie sowie in ihren extra-pankreatischen
Manifestationen (Tabelle 3). Mutationen im GCK-Gen #dullern sich z.B. eher in einer
milden, relativ stabilen Niichternhyperglykdmie. Dagegen kann der MODY 3 bei
Manifestation bereits schwere Hyperglykdmien verursachen, neigt zur Progression der
Krankheit und birgt ein hohes Risiko zur Entwicklung diabetesbedingter
Spitkomplikationen (Pearson et al. 2001). Aulerdem kommt es beim MODY 3 schon
frith zu einem Fanconi-dhnlichen Syndrom mit hohem renalen Verlust von Glukose,
Aminosduren und Proteinen (Pontoglio et al. 1996). Beim MODY 4 und 6 zeigt sich eine
reduzierte Betazellmasse oder ein aplastisches Pankreas (Malecki et al. 1999, Stoffers et

al. 1997).
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Tabelle 3: Subtypen des Maturity Onset Diabetes of the Young.
Modifiziert nach (Fajans et al. 2001).

MODY 2 MODY 1 MODY 3 MODY 4 MODY 5 MODY 6
Betroffenes
GCK HNF4a HNF1a IPF-1 HNF1b NeuroD1/ BETA2
Gen/ Protein
Funktion Enzym Transkriptionsfaktoren
Chromosomale
7p15-13 20g12-13.1 12g24.2 13g12.1 179-21.3 2g32
Lage
Beginn der Bei Geburt Jugend-/ junges  Jugend-/ junges  Junges Jugend-/ junges  Jugend-/ junges
ei Gebur
Hyperglykémie Erwachsenenalter Erwachsenenalter Erwachsenenalter Erwachsenenalter Erwachsenenalter
Verlauf der . . Schwer, Schwer, . Schwer, .
. Mild, stabil ) ) Progredient i Progredient
Hyperglykdmie progredient progredient progredient
Renale
Extra- .
. Niedriges Plasma- Glukosurie Pankreas- Urogenitale Reduzierte
pankratische . . . )
. . Geburtsgewicht Triglyceride und  (Schwelle {), Agenesie bei Malformation Betazell-Masse
Manifestationen . )
Lipoproteine | Fanconi-Syndrom Homozygoten

Erstbeschreiber
beziiglich
MODY

(Froguel et al.
1993)

(Yamagata et al.
1996a)

(Yamagata et al.
1996b)

(Stoffers et al.
1997)

(Horikawa et al.
1997)

(Malecki et al.
1999)

BETAZ2 Beta-cell E-Box transactivator 2, GCK Glucokinase, HNF Hepatic
Nuclear Factor, IPF-1 Insulin Promoting Factor 1, NeuroD1 Neurogenic
Differenciation Factor1, | reduziert.

Ein besonderes

Charakteristikum der Mutationen

im HNF1b-Gen

ist die

Assoziation zu verschiedenen Formen urogenitaler Fehlbildung (Abbildung 3). Renal

reicht das Spektrum von singuldren Zysten iiber zystische Nierendysplasie, familidrer

hypoplastischer glomerulozystischer Nierenerkrankung (fhGCKD) (Bingham et al. 2000)

zu Oligomeganephronie (Bohn et al. 2003). Weibliche Mutationstriager leiden zum Teil

an gravierenden Formen der ,Miillerschen Aplasie”, wie Vaginal- oder Uterusaplasie

(Bellanne-Chantelot et al. 2004, Lindner et al. 1999).
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Abbildung 3: EinfluB von HNF1b auf verschiedene Organsysteme. Bei
Mutationen im HNF1b-Gen bestehen neben Diabetes verschiedene Formen
urogenitaler Fehlbildungen. Eine Assoziation zu familiaren
Schilddriisenzysten wird hier diskutiert. HNF Hepatic Nuclear Factor.

1.4 Netzwerk der Transkriptionsfaktoren und Kandidatengene
fur MODY X

Es konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung und Funktion des Pankreas durch ein
komplexes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren reguliert wird (Duncan et al. 1998,
Odom et al. 2004, Servitja u. Ferrer 2004). Insbesondere die mit MODY assoziierten
Transkriptionsfaktoren scheinen hierbei eine wichtige Rolle zu spielen (Odom et al.
2004, Servitja u. Ferrer 2004) (Abbildung 4). IPF-1 z.B. gilt als der wichtigste Faktor der
Pankreasentwicklung. Er wird durch HNF3b, HNF6, HNF1a und NeuroD1 aktiviert und
reguliert HNFla und HNF4a, sowie sich selbst (Servitja u. Ferrer 2004). HNF4a wird
durch IPF-1 und HNFI1b reguliert. Die positive Feedback-Verbindung zwischen HNF4a
und HNF1a ist im Pankreas besonders stark ausgeprigt (Yamagata 2003).
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Entscheidend fiir die Funktion dieses Netzwerkes sind aber noch weitere Gene,
die deshalb als potentielle Kandidatengene des MODY X zidhlen. Das sind insbesondere
die Hepatic Nuclear Factors HNF3beta (HNF3b) und HNF6 sowie die sog. Chicken-
Ovalbumin-Upstream-Promoter Transcriptionfactor I und II (kurz COUP-TF I und II).

/_> Direkte
e—— - ) Indirekte
-.p Co-

\7 Auto-Regulation

Abbildung 4: Potentielle Kandidatengene fiur MODY X und ihre
Interaktionen im Netzwerk von Transkriptionsfaktoren. Die
Betazellfunktion wird Uber ein komplexes Netzwerk  von
Transkriptionsfaktoren reguliert. Hervorgehoben sind die Interaktionen
einiger MODY-Gene (gruin), weitere Kandidatengene fir MODY X (blau) und
des Gens HNFibeta (rot). COUP-TF Chicken-Ovalbumin-Upstream-
Promoter Transcription-Factor, HNF Hepatic Nuclear Factor, /PF-1 Insulin
Promoting Factor 1, MODY Maturity Onset Diabetes of the Young, NeuroD1
Neurogenic Differenciation Factor1.

HNF3b gehort zu der Gruppe der ,,winged helix™ — Transkriptionsfaktoren und
spielt eine entscheidende Rolle in der endodermalen Zellentwicklung (Levinson-Dushnik
u. Benvenisty 1997). Im Pankreas ist es den Faktoren IPF-1, HNFla und HNF4a
iibergeordnet und stimuliert indirekt deren Zielgene (Duncan et al. 1998). In einer
finnische Linkage-Analyse wurde ein Zusammenhang zwischen T2D und HNF3b
gefunden (Ghosh et al. 1999). Eine MODY -verursachende Mutation in HNF3b konnte
bislang allerdings nicht sicher nachgewiesen werden (Abderrahmani et al. 2000, Hinokio

et al. 2000).
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HNF 6 ist das erste Mitglied der sogenannten Onecut-Domain-Familie und
reguliert neben Insulin und GLUT2 auch die 6-Phosphofrukto-2-Kinase/Fruktose-2,6-
Bisphosphatase (Lemaigre et al. 1993, Lemaigre et al. 1996). Im endokrinen Pankreas ist
HNF6 den Faktoren IPF-1, HNF4a, HNF1b und HNF3b iibergeordnet (Maestro et al.
2003, Servitja u. Ferrer 2004) und beeinflusst so unter anderem die Entwicklung und
Differenzierung des Pankreas (Jacquemin et al. 2000, Maestro et al. 2003). Bisher konnte
eine Rolle von HNF6 bei MODY allerdings nicht sicher nachgewiesen werden
(Jacquemin et al. 2000, Moller et al. 1999, Vaisse et al. 1997).

Die beiden Transkriptionsfaktoren COUP-TF I und II (Chicken-Ovalbumin-
Upstream-Promoter Transcriptionfactors) werden nahezu ubiquitdr exprimiert (Zhang et
al. 2002) und zédhlen wie HNF4a zu der Groffamilie der Steroid-Hormon-Rezeptoren
(Cereghini 1996). COUP-TF I stimuliert HNF1b indirekt iiber eine Protein-Protein-
Interaktion (Power u. Cereghini 1996) und COUP-TF II aktiviert zusammen mit HNF4a
die Transkription von HNF1a und HNF1b (Power u. Cereghini 1996, Suaud et al. 1999).
Eine gezielte Entfernung von COUP-TF I oder II in Méusen ist perinatal letal v.a. mit
Malformation des Herzens, der Gefdlle und diverser neurologischer Strukturen (Park et
al. 2003). Mause, deren COUP-TF-II Expression speziell im Pankreas unterbunden
wurde, zeigten eine gestorte Insulinsekretion nach Glukosestimulation und eine periphere

Insulinresistenz (Bardoux et al. 2005).
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1.5 Fragestellung

Mutationen der Hepatic Nuclear Factors (HNF) konnen im Rahmen des Maturity onset
diabetes of the young (MODY) zur Bildung von Diabetes mellitus fiihren. Die einzelnen
Subtypen unterscheiden sich v.a. in ihren extrapankreatischen Manifestationen, z.B. sind
Mutationen im HNF1beta-Gen (MODY 5) mit urogenitale Fehlbildungen assoziiert.

An der Universititsklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin Ulm wurde eine Familie
mit hereditdarem Diabetessyndrom, urogenitalen Fehlbildungen der Indexpatientin und
familidgren Schilddriisenzysten identifiziert. Unter der Vorstellung, dass es sich hierbei
entweder um eine klinische Variante eines bereits bekannten MODY-Gens oder um eine
neue Form mit HNF1beta-dhnlichen Phinotyp und Zusatzphidnomen handelt, wurde die
Familie klinisch, funktionell und molekulargenetisch charakterisiert. Dazu wurde neben
spezieller klinischer und funktioneller Diagnostik eine bidirektionale Sequenzanalyse von

HNF1beta und weiteren Kandidatengenen durchgefiihrt.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenauswahl

Bei der Indexpatientin wurde im 13. Lebensjahr ein Diabetes mellitus diagnostiziert. Thr
Vater und dessen Mutter waren ebenfalls an Diabetes erkrankt. Das iibrige familidre
Umfeld galt als stoffwechselgesund. Die Familie wurde iiber das Ziel und Vorgehen der
Untersuchung in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki informiert und
erklarte ihr Einverstindnis. Es wurde eine detaillierte Familienanamnese erhoben und
durch Daten aus drztlichen Befunden ergénzt. Blutproben der Familienmitglieder dienten

der Blutglukosemessung, DNA-Extraktion und weiteren biochemischen Analysen.

2.2 Spezielle Diabetesdiagnostik

Diagnose- und Verlaufsparameter

Zur Ermittlung der Stoffwechselfunktion wurden Gelegenheits-Blutzuckerwerte im
Plasma und Niichtern-Blutzuckerwerte im Citratblut mittels Hexokinasemethode
bestimmt. Als niichtern galt mindestens achtstiindiges Fasten. Die Diagnose eines
Diabetes mellitus wurde nach den aktuellen Diagnoserichtlinien der American Diabetes
Association gestellt (Tabelle 4). Das glykosilierte Himoglobin Alc (HbAlc) wurden mit
HPLC (Pharmacia, Freiburg) mit einem Referenzbereich von 3,2 bis 5,5 % bestimmt. Die
Plasmainsulinwerte wurden mittels RIA (Pharmacia, Freiburg) und die Werte des C-

Peptids durch ELISA (DRG Diagnostics, Marburg, Deutschland) ermittelt.
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Tabelle 4: Richtlinien zur Diagnose von gestorter Niichternglukose
(IFG), gestorter Glukosetoleranz (/IGT) und Diabetes mellitus (DM). Nach
(AmericanDiabetesAssociation 2004).

Nichtern-BZ* OGTT-2h-BZ
und/oder
(mg/di) (mg/dl)
IFG 100 — 125
IGT <126 und 140 - 199
DM > 126 oder =200

BZ Blutzucker, OGTT-2h-BZ zwei Stunden nach oralen Glukosetoleranztest
mit 75 mg Glukose, * nach acht Stunden Fasten.

Oraler Glukose Toleranz Test

Der orale Glukose Toleranz Test (OGTT) wurde bei den Geschwistern der Indexpatientin
und ihrer Mutter mit 75g Glukose durchgefiihrt. Die Blutzuckerwerte sowie die Werte
von Insulin und C-Peptid im Serum wurden vor sowie 30, 60, 90 und 120 min nach

Glukosegabe, wie bereits beschrieben, gemessen.

Kombinierter Glukose-Arginin-Stimulationstest

Die Insulin-Sekretion der Indexpatientin und ihrer Geschwister wurde nach intravendser
Gabe von Glukose und Arginin getestet. Es wurden zunidchst 0,5g Glukose pro kg
Korpergewicht iiber 3 min infundiert und die Werte von Blutzucker, Insulin und C-Peptid
vor sowie 1, 3, 5, 10, 20 und 40 min nach Glukosegabe gemessen. Direkt anschlieBend
wurden 0,5 g Arginin pro kg Korpergewicht iiber 30 min intravends appliziert und die
Blutzucker-, Insulin- und C-Peptid-Werte vor sowie 5, 15, 30, 45 und 60 min nach

Beginn der Arginingabe bestimmt.

Insulinresistenz und Insulinsensitivitat

Die Insulinresistenz bzw. Insulinsensitivitit der Patientinnen wurde mit dem
HOMA-Index (Homeostasis model assessment) bzw. dem ISI(comp) (Composite whole

body insulin sensitivity index) nach folgenden Formeln berechnet:
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BZy x Insy
HOMA-Index =
405

10.000

ISI(comp) =

BZ\ x Insy X BZggrr X INSogr

Abbildung 5: Berechnung von HOMA-Index und ISI(comp). Modifiziert
nach (Heinze et al. 2002). Anhand der Werte von Blutzucker und Insulin
jeweils niichtern bzw. wahrend eines OGTT lasst sich mit dem HOMA-Index
die Insulinresistenz und mit dem ISl(comp) die Insulinsensitivitdt von
diabetischen Patienten bewerten. BZ Blutzucker in (mg/dl), HOMA
Homeostasis model assessment, Ins Insulin in (uU/ml), ISI(comp) Composite
whole body insulin sensitivity index, N nichtern, OGTT oraler
Glukosetoleranztest, X Mittelwerte.

Als Grundlage fiir die Interpretation der berechneten Werte wurden die Ergebnisse der
Originalarbeit zu HOMA und ISI(comp) verwendet (Heinze et al. 2002). Hierbei wurden
23 gesunde Kinder und Jugendliche mit 22 adiposen Patienten der gleichen Altersgruppe

auf Insulinresistenz bzw. erniedrigter Insulinsensitivitdt untersucht (Tabelle 5).

Tabelle 5: Diagnostiche Bereiche fiir HOMA-Index und ISI(comp).
Modifiziert nach (Heinze et al. 2002).

Normal Insulinresistenz T Insulinsesitivitat |
HOMA-Index <2 >4
ISI(comp) >4 <2

Diabetesspezifische Autoantikorper

Antikorper gegen Glutamat-Decarboxylase (GAD65) und Tyrosin Phosphatase (IA-2),

sowie die Insulin Autoantikdrper (IAA) wurden mittels RIA (Medipan Diagnostica,
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Deutschland) bestimmt. Die Inselzellantikorper (ICA) wurden {iber indirekte
Immunfluoreszenz von Kryoschnitten humaner Pankreata nach Inkubation bei 4°C iiber
Nacht untersucht (Referenzbereich 5 - 20 JDF Einheiten). Beide Assays erhielten eine
analytische Sensitivitidt und Spezifitit von 100% im 13. ICA Workshop 1998. Die
Ergebnisse fiir IAA, GAD65, IA-2 und ICA wurden in einem unabhédngigen

Referenzlabor mit abweichenden Testansidtzen bestétigt (Dr. M. Schlosser, Universitét

Greifswald).

2.3 Weitere klinische, funktionelle und morphologische
Diagnostik

Herz-Kreislauf-System

Die Struktur und Funktion des Herzens wurden elektro- und echokardiographisch
untersucht. Der Blutdruck wurde iiber einen Zeitraum von 24 h zwanzigminiitigen
Intervallen oszillometrisch gemessen und mit alters- und geschlechtsspezifischen

Normwerten verglichen (Soergel et al. 1997).

Leber

Die Leberfunktion wurde anhand der Transaminasen GOT, GPT, der alkalische
Phosphatase, Gamma-Glutamyl-Transferase, von Bilirubin, Albumin und Gesamteiweif3
im Serum, sowie anhand der Gerinnungsparameter in Citratblut beurteilt. Gro3e und

Struktur der Leber wurde sonographisch bestimmt.

Pankreas

Im Ultraschall wurden GroBe und Struktur des Pankreas evaluiert. Die exokrine
Pankreasfunktion wurde anhand der Lipase im Serum und der Elastase im Stuhl bewertet.
Bei der Indexpatientin wurde zum Ausschluss einer Mukoviszidose die
Pilocarpiniontoforese von Natrium und Chlorid durchgefiihrt. Die endokrine
Pankreasfunktion wurde anhand der Niichternwerte von C-Peptid und der oral bzw.

intravenosen Toleranztests mit Glukose bzw. Glukose und Arginin (s.0.) bewertet.
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Fettstoffwechsel

Zur Beurteilung der Fettstoffwechselfunktion wurden Niichternwerte von Gesamt-, HDL-
und LDL-Cholesterin, Triglyceriden und Apolipoproteinen im Serum ermittelt und eine

Elektrophorese der Lipoproteine durchgefiihrt.

Niere

GroBe und Struktur der Niere wurde mit Ultraschall untersucht. Die Nierenfunktion
wurde anhand von Kreatinin, Harnsdure und Harnstoff in Serum und Urin sowie der
Berechnung der endogenen Kreatininclearance beurteilt. Wiederholt wurden Albumin
und Mikroalbumin quantitativ im Urin bestimmt und eine mikroskopische Analyse des

quantitativen Urinsediments durchgefiihrt.

Nebenniere

Die Funktion der Nebenniere wurde anhand eines Steroid-Profils im 24-Stunden-Urin
und der Werte fiir Kortisol im Serum sowie Aldosteron, Adrenocorticotropischem
Hormon (ACTH), Renin, Dehydroepiandrosteron-Sulfat (DHEA-Sulfat) und Testosteron

im Plasma bestimmit.

Schilddrise

Grofle und Struktur der Schilddriise wurden sonographisch ermittelt. Die Funktion wurde
anhand von fT3 und fT4 sowie TSH basal bewertet. Folgende Antikérper wurden mittels
ELISA bestimmt: Thyroid-Peroxidase Antikorper (TPO-AK) (Parmacia, Freiburg),
Thyreoglobulin Antikorper (TgAK) (Vita Diagnostica) und TSH-Rezeptor Antikorper
(TRAK). Calcium, Phosphat, Parathormon und Calcitonin dienten der funktionellen

Bewertung von Nebenschilddriisen und C-Zellen.

Uterus und Ovarien

Mittels Ultraschall wurden Grofle und Struktur von Uterus und Ovarien bestimmt. Die
Fehlbildung des Uterus der Indexpatientin wurde in einer Hysteroskopie bestitigt.
Zykluskalender und die Werte von LH, FSH, Ostrogen und Testosteron gaben Aufschluss

iber Funktion und endokrine Regulation der Gonaden.
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Weitere Untersuchungen

Die Fundoskopie wurde von einem versierten Ophthalmologen der Augenklink der
Universitdit Ulm  durchgefiihrt. IgA-Antikorper gegen Gewebstransglutaminase
(Pharmacia) und Parietalzell-Antikorper (Pharmacia) wurden mittels Elisa bestimmit.

Nebennierenantikorper wurden iber indirekte Immunfluoreszenz an

Nebennierenschnitten von Affen bewertet (Binding Site, Birmingham, UK).

2.4 Polymerasekettenreaktion und Sequenzanalyse

Polymerasekettenreaktion

DNA-Isolierung

Die DNA wurde aus Lymphozyten der Patienten und Familienmitgliedern unter
Verwendung des QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen, Hilden, nach

Herstellerangaben isoliert.

Primerauswahl und Primerdesign

Die Sequenzanalyse der Kandidatengene wurden mit spezifischen Primerpaaren
durchgefiihrt, die die gesamte kodierende Sequenz (CDS) und angrenzende
Intronbereiche sicher abdeckten. Wenn moglich, wurden hierzu Angaben aus der
Primirliteratur beriicksichtigt (s. Anhang). Wie exemplarisch fiir die Variante b von
HNF1b dargestellt (Abbildung 6), wurde in einigen Féllen passende Primer mit einer
Linge von ca. 20 Nukleotiden, einem GC-Gehalt von moglichst 40-60% und mit Guanin
(G) oder Cytosin (C) am 3’ Ende ausgewihlt. Der Senseprimer wurde mindestens 30
Nukleotide vor, der Antisenseprimer mindestens 30 Nukleotide nach dem eigentlichen
Genabschnitt positioniert, um eine sichere Darstellung der gesuchten Sequenz zu
gewihrleisten. Als maximaler Abstand zwischen Sense- und Antisenseprimer wurde eine
ProduktgréBe von 600 bp festgelegt. Simtliche Primer wurden durch Thermo Electron,
Ulm, bereitgestellt.
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40261
40321
40381
40441
40501
40561
40621
40681
40741
40801
40861

agccttccat

cattcccagg
ctccaacttg
ggcattcecgg
ccctcetgete
gtcaggtaag

gccgctctcet
cctccaactc
ttaccctatt

tctgcccacg

aca
gcagaatgtt
gtcactgagg
caaaagctgg
tcccacgget
caaaggttgg

taa
cattgccaga
ctggttcagc
tgtctccttce

gccccttcecat
agtccccecg
tgcagcgagg
tcegtgtcecta
ccatggacgce
ccccccacca
gcctcactgce
gggttttcag
atatactccc
cattgccctg
cctcttcette

actcccaacc
cccceccecectcea
ggtgtccccce
caactggttt
ctatagctcce
ccagcccagce
ctcggcaacc
aggagcaaac
ctggaaa-
tgagggctca
tccectgtgtg

aagactgctg
ctcaccatct
tccaaagccce
gcaaaccgca
aaccagactc
tcctctecte
caaccatcct
gcttttgaga
tgtgtggctc
ctcggcttcc
gctgctgact

tgattg-
cccctceccecatce
acggcctggg
ggaaggagga
acagcctgaa
caaacaagct
gottcttHel
tgatcctagg
tgatcagttt
agggagccct
cagcggtcat

actg
actg

actg

Exonsequenz

Intronsequenz

Stop-Codon in Variante b

(Anti-)Sense-Primer aus Priméarliteratur
Antisense-Primer Variante b, (20bp, GC-Gehalt: 55%)

Abbildung 6: Primerdesign. Die Variante b des HNF1b-Gens entsteht
durch alternatives Splicing im Exon 4. Der Antisense-Primer der Variante b
wurde nach oben beschriebenen Kriterien selbst ausgewahlt. Ziffern
beziehen sich auf die Referenzsequenz AC004132. bp Basenpaare.

Amplifikation

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde am Thermocycler GeneAmp PCR System
9600 bzw. System 2400 von Perkin Elmer, Weiterstadt, durchgefiihrt. Fiir das
Reaktionsvolumen (25ul) wurden neben genomischer DNA, spezifischem Primerpaar
und Wasser, 10-fach Puffer und TAQ-Polymerase (5 Units/ul) von Sigma Chemical
Company, USA sowie dNTPs (je 2mM) von Pharmacia Biotech, Schweden nach
Herstellerangaben verwendet. Zur Optimierung der PCR-Reaktion wurden in Einzelfillen
die Zusitze Q-solution von Qiagen, Hilden, und das PCRx Enhancer-System von
Invitrogen, Karlsruhe, mit den entsprechenden Reagenzien verwendet. Zur Kontrolle

wurde jeweils ein kompletter PCR-Ansatz ohne DNA mitgefiihrt.

PCR-Bedingungen

Fir die PCR-Reaktion wurde eine erste Denaturierung iiber drei Minuten bei 94°C
durchgefiihrt. Denaturierung und Extension der 38 Zyklen erfolgte bei 94°C bzw. 72° fiir
jeweils 30 Sekunden. Die Annealingtemperatur X wurde fiir jedes Gen speziell etabliert
(s: Anhang). Die Endextension erfolgte bei 72°C iiber fiinf Minuten. In einzelnen Féllen

wurde eine zyklische Denaturierungstemperatur von 96°C eingesetzt.
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Tabelle 6: Reaktionsbedingungen fiir die Polymerasekettenreaktion.
96°C fir IPF-1, HNF6 Prom a, b und Ex1b, COUP-TF I, COUP-TF Il auBer
Ex3b, HNF3b auBer Promoter, HNF4a auBer Ex P2 und var 3, NeuroD1,

sonst 94°C.
Schritt Temperatur Dauer
1. Denaturierung 94 °C 3 min.
Zyklus 1 - 38: Denaturierung 94 °C/ 96°C 30 sec.
Annealing X °C 30 sec.
Extension 72 °C 30 sec.
Endextension 72°C 5 min.

X optimierte Annealing-Temperatur (s. Anhang).

Agarosegelelektrophorese und Aufreinigung des PCR-Produktes

Eine spezifische Darstellung und Kontrolle des amplifizierten DNA-Abschnitts wurde
mittels der Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt (Abbildung 7). Fiir die Herstellung
eines 1,5%igen Agarosegels wurden 1,9 g Agarose, 125 ml TAE-Puffer und 4,25 pl
Ethidiumbromid verwendet. Als GroBenreferenz wurde der 100 bp Ladder von
Amersham Pharmacia Biotech, USA, eingesetzt. Die Aufreinigung des PCR-Produktes

erfolgte nach Herstellerangaben mit dem PCR-Purification-Kit von Qiagen, Hilden.

bp
700
500

300

100 —

Abbildung 7: Gelektrophorese von PCR-Amplikons des HNF1b-Gens
nach Aufreinigung. Das Exon 1 wurde separat etabliert und ist deshalb nicht
mit aufgeflhrt. bp Basenpaare, HNF Hepatic Nuclear Factor, P Promoter,
PCR Polymerasekettenreaktion, 2-9 Exons.
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Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde an einem ABI von Applied Biosystems durchgefiihrt.
Die Sequenzierreaktion erfolgte mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden nach
dem abgewandelten Kettenabbruch-Verfahren von Sanger (1979) mit anschlieBender
Kapillargelelektrophorese und Darstellung der Gensequenz in Form von

Chromatogrammen.

Auswertung der DNA-Sequenzanalyse

Die Chromatogramme wurden mit dem Programm Sequence-Navigator von Perkin
Elmer, Weiterstadt, ausgewertet. Als Referenzsequenz wurde entweder eine zu dem
jeweiligen Gen verdffentlichte DNA-Sequenz oder der entsprechende Abschnitt aus der
Contig-Sequenz des zugehorigen Chromosoms aus der NCBI-Datenbank ausgewdihlt

(s. Anhang).
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Prasentation der Patienten

Die Indexpatientin (III-1 in Abbildung 8) stellte sich im Alter von 13 Jahren und 5
Monaten mit rezidivierender Hyperglykdmie (> 200 mg/dl) ohne Zeichen der Polyurie,
Polydipsie oder eines Gewichtsverlust vor. Thr body mass index (BMI) betrug 19,3 kg/m?
(50.-75. Perzentile (P)) bei einem Gewicht von 44,5 kg (10.-25. P) und einer Grée von
153,5 cm (25.-50. P). Laboranalytisch zeigte sich ein Niichternblutzucker von 221 mg/dl
und ein glykosiliertes Himoglobin Alc (HbAlc) von 6,9% (Referenzbereich 3,2 — 5,5%)
bei einem normalen C-Peptid-Spiegel von 0,9 ng/ml (Referenzbereich 0.8 — 3,0 ng/ml).
Die Patientin hatte eine starke Glukosurie ohne Ketonurie bei einem kapillaren Blut-pH
von 7,35 und einer Osmolaritit des Serums von 291 mosm/kg. AntikGrper gegen
Inselzellen (ICA), Insulin (IAA), Glutamatdecarboxylase (GAD 65) und Thyrosin-
Phosphatase (IA-2) konnten bei der Indexpatientin nicht nachgewiesen werden

(Tabelle 7).

Il- 1 2 *
(ﬁ 3 . Indexpatientin
- 1 2 3 B Diabetes
L1 Kein Diabetes

Verstorben

Abbildung 8: Familie mit hereditairem Diabetes-Syndrom. AuBer der
Indexpatientin sind die Geschwister, der Vater und die GroBmutter
vaterlicherseits an Diabetes mellitus erkrankt. Die Konstellation spricht fur
einen autosomal-dominanten Erbgang. * nicht untersucht.
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Die Zwillingsschwester (Patientin III-2 in Abbildung 8) zeigte im Alter von 13
Jahren und 6 Monaten einen Gelegenheitsblutzucker von 231 mg/dl und ein HbAlc von
4,3%. Der BMI betrug 19,6 kg/m? (50. — 75. P) bei einem Gewicht von 49 kg (50. —
75. P) und einer Grofle von 159,8 cm (50. — 75. P). Der Niichternwert fiir Insulin war
5 uU/ml und fiir C-Peptid 1,8 ng/ml. Antikérper gegen Insulin, Inselzellen, GAD65 und
IA2 konnten nicht nachgewiesen werden.

Bei der dlteren Schwester (III-3 in Abbildung 8) wurde mit 19 Jahren ein
Gelegenheitsblutzucker von 234 mg/dl und ein HbAlc von 4,9% gemessen. IThr BMI
betrug zu der Zeit 23,9 kg/m2 (75. — 90. P) bei einem Gewicht von 65kg (75. — 90. P) und
einer GroBe von 165,1 cm (50. — 75. P). Der Niichternwert fiir Insulin betrug 5 pU/ml, fiir
C-Peptid 1,7 ng/ml. Antikorper gegen Insulin, Inselzellen, GAD65 und IA2 konnten nicht

nachgewiesen werden.

Tabelle 7: Klinische Daten der Indexpatientin und weiterer
Familienmitglieder mit Diabetes. Falls nicht anders angegeben, handelt es
sich um Werte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Index-  Zwillings- Altere Vat Gross- Referenz/
ater
patientin schwester Schwester mutter Einheit
Alter aktuell 16 16 22 50 68, t Jahre
Alter Jahre
. 13 (5) 13 (6) 19 28 30
bei DM-ED (Monate)
BMI 19,3 19,6 23,9 22,7 <20 kg/m?
Glukose i.S., 55-100
. 167 132 123 100-140* n.b.
niichtern mg/d|
C-Peptid 0,9 1,8 1,7 n.b. n.b. 0,8 — 3 ng/ml
HbA1c 6,9 (6,1%) 4,3 4,9 7,8* n.b. 32-55%
Autoantikérper neg. neg. neg. neg. n.b. neg.
DM-Therapie i . . i Insulin, . i
Glimepirid Diat Diat Glibenclamid
aktuell seit 10J

* unter Therapie, BMI Body Mass Index, DM Diabetes mellitus, ED
Erstdiagnose, i.N. im Normbereich, i.S. im Serum, J Jahre, n.b. nicht
bekannt, + verstorben.



Bei dem Vater der Indexpatientin (II-2 in Abbildung 8), wurde die Diagnose
Diabetes mellitus mit 28 Jahren bei dem sonst asymtomatischen Patienten im Rahmen
einer Appendektomie gestellt. Im Alter von 40 Jahren wurde bei Niichternglukosewerten
zwischen 112 und 334 mg/dl und einem HbAIc von 12,6% eine Insulintherapie
begonnen. Vier Jahre spiter wurde der Patient dialysepflichtig bei terminaler
Niereninsuffizienz und V.a. diabetische Nephropathie. Antikorper gegen Insulin,
Inselzellen, GAD65 und IA2 konnten nicht nachgewiesen werden.

Die GroBmutter viterlicherseits der Indexpatientin (I-1 in Abbildung 8) starb vor
iiber 20 Jahren im Alter von 62 Jahren. Sie litt seit ihrem 30. Lebensjahr an Diabetes
mellitus und wurde im Alter bei Verweigerung einer Insulintherapie mit Glibenclamid
behandelt. Laut Angaben des Hausarztes war ihr Blutzucker bei Serumwerten um 300
mg/dl schlecht kontrolliert. Molekulargenetische Untersuchung konnten bei dieser
Patientin nicht durchgefiihrt werden.

Die Mutter der Indexpatientin (II-1 in Abbildung 8) zeigte Normwerte fiir
Blutzucker, Insulin und C-Peptid (Daten nicht aufgefiihrt). Anamnestisch ergab sich kein
Anhalt fiir einen Gestationsdiabetes. Auch bei den iibrigen Familienmitgliedern wurden
Gelegenheits- bzw. Niichternblutzucker gemessen, es konnte aber kein weiterer

Betroffener identifiziert werden (Daten nicht aufgefiihrt).

3.2 Analyse des Glukosemetabolismus

Diagnose von Diabetes mellitus bei den Geschwistern

Bei den Schwestern und der Mutter der Indexpatientin wurde zur Ermittlung der
Glukosetoleranz ein oraler Glukosetoleranztest durchgefiihrt (Abbildung 9). Die
Zwillingsschwester  zeigte bereits basal eine diabetische Hyperglykimie von
iiber 126 mg/dl. Die dltere Schwester dagegen hatte eine gestorte Niichternglukose
zwischen 100 und 126 mg/dl. Der Anstieg des Insulins erfolgte bei beiden Schwestern
biphasisch, begleitet von einem leicht verzdgerten Anstieg des C-Peptids. Zwei Stunden
nach Testbeginn zeigte sich bei der Zwillingsschwester eine noch gestorte
Glukosetoleranz mit 182 mg/dl, die dltere Schwester hatte dagegen eine signifikante
diabetische Hyperglykdmie von iiber 200 mg/dl, sodass bei beiden Geschwistern die

diagnostischen Kriterien eines Diabetes mellitus erfiillt waren. Bei der Mutter zeigte sich
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ein  normaler Testverlauf mit normaler Niichternglukose wund suffizienter

Blutzuckerregulation auch nach Glukosestimulation.
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Abbildung 9: Oraler Glukose-Toleranztest der Schwestern und der
Mutter der Indexpatientin. Bei der Zwillingsschwester (A) und der alteren
Schwester (B) der Indexpatientin zeigten sich wahrend des Tests diabetisch
erhdhte Blutzuckerwerte. Bei der Mutter (C) dagegen konnte eine normale
Glukosetoleranz nachgewiesen werden.
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Gestorte Insulinsekretion nach intravenoser Stimulation mit Glukose

Nach intravendser Gabe von Glukose zeigte sich bei der Indexpatientin und ihren
Schwestern, dhnlich wie im OGTT, eine biphasische, jedoch unzureichende Freisetzung
von Insulin und C-Peptid. Die anschlieBend durchgefiihrte intravendse Gabe von Arginin
fiilhrte dagegen unmittelbar zu signifikant hoheren Konzentrationen von Insulin und

C-Peptid, die in einer raschen Normalisierung des Blutzuckerspiegels resultierte
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: i.v. Glukose - Arginin — Belastungstest der

Indexpatientin und ihrer Schwestern. Bei der Indexpatientin (A), ihrer
Zwillingsschwester (B) und ihrer &lteren Schwester (C) zeigt sich eine
inadequate  Insulinsekretion nach  Glukosegabe, bei suffizientem
Insulinanstieg und damit adequater Stoffwechselkontrolle nach Arginin-
Stimulation.
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Normwertige HOMA-Indices und ISI(comp)

Nach dem Homeostasis Model Assessment (HOMA) und Insulin-Sensitivity-Index
(ISIcomp) zeigten die Indexpatientin und ihre Schwestern eine normale Insulinsensitivitéit

ohne Anhalt fiir eine periphere Insulinresistenz.
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keine Insulinresistenz mittlere Insulinresistenz

hohe Insulinresistenz ~ ——&— Indexpatientin
—e—Zwilingsschwester ~ —— &ltere Schw ester

Abbildung 11: HOMA-Index der Indexpatientin und ihrer Schwestern.
Die Patientinnen zeigten normwertige HOMA-Indices und damit keine
Insulinresistenz. HOMA Homeostasis Model Assessment.
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Abbildung 12: ISl(comp) der Schwestern der Indexpatientin. Die
Schwestern zeigten einen normwertigen ISl(comp) und damit eine gute
periphere Insulinsensitivitdt. /S/(comp) Composite whole body Insulin
Sensitivity Index.
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3.3 Morphologische und funktionelle Charakteristika

Arterielle Hypertonie

Bei der Indexpatientin zeigte die 24-Stunden-Blutdruckmessung eine arterielle
Hypertonie (Tabelle 8) bei Normwerten fiir Renin, Aldosteron, Cortisol und ACTH
(Daten nicht aufgefithrt). EKG und Echokardiographie der Indexpatientin waren
unauffillig. Nach neun-monatiger Therapie mit 5 mg Enalapril pro Tag konnte bei ihr
eine dauerhafte Blutdruck-Normalisierung erreicht werden.

Der Vater der Indexpatientin wurde bereits seit mehreren Jahren antihypertensiv
behandelt. Anamnestisch war auch bei der GroBmutter der Indexpatientin eine arterielle
Hypertonie bekannt. Die Geschwister und die Mutter der Indexpatientin waren dagegen

normotensiv.

Tabelle 8: Weitere klinische Befunde im Uberblick.

... Zwillings- Altere GroBmutter
Indexpatientin Vater
schwester Schwester paternal
Herz- Arterielle T T Arterielle Arterielle
Kreislauf Hypertonie L L Hypertonie Hypertonie
. . Diabetische
. Nierenagenesie Z.n. .
MBI rechts ClE Nephrolithiasis Nephrop?“h'?’ -
dialysepflichtig
. Uterus
Genitaltrakt unicornis links 0.p.B. 0.p.B. 0.p.B. n.b.
. .. . . Singulére Singulare
Schilddriise Multiple Zysten Mikrozysten Zyste Zyste n.b.
Diabetische
sonstiges - - - Retinopathie, -
pAVK

n.b. nicht bekannt, o.p.B. ohne pathologischen Befund, pAVK periphere
arterielle Verschlusskrankheit, Z.n. Zustand nach.

Diabetische Folgekrankheiten beim Vater

Im Gegensatz zu den normalen Befunden bei der Indexpatientin und ihren Schwestern,
zeigte die Fundoskopie bei deren Vater eine fortgeschrittene proliferative diabetische
Retinopathie beidseits mit einer subtotalen Amaurosis rechts. Auerdem hatte der Vater
multiple Manifestationen einer chronische periphere arterielle Verschlusskrankheit

vierten Grades der unteren wie oberen Extremitit (Tabelle 8).



Unilaterale Nierenagenesie der Indexpatientin

Bei der Indexpatientin wurde sonographisch eine Nierenagenesie rechts bei
kompensatorisch vergroflerter, sonst normaler Niere links festgestellt (Tabelle 8). Die
Nierenfunktion zeigte sich bei normalem Serumkreatinin von 68 umol/l (Referenzbereich
58 — 96 umol/l) und normaler Kreatininclearance von 98 ml/min (Referenz > 95 ml/min)
ohne Nachweis von Mikroalbuminurie oder einer Storung von Exkretion und
Riickresorption intakt (Daten nicht aufgefiihrt).

Die Zwillingsschwester der Indexpatientin zeigte eine intermittierender
Albuminurie von 3,7 - 34,7 ug/min und die é&ltere Schwester rezidivierende
Calciumoxalat-Nephrolithiasis. Ansonsten konnte keine Abweichung der Nieren in
GroBe und Struktur von der Norm sowohl bei den beiden Schwestern der Indexpatientin
festgestellt werden. Der Vater der Indexpatientin ist bei terminaler Niereninsuffizienz bei
diabetischer Nephropathie seit mehreren Jahren dialysepflichtig. Sonographisch zeigte

sich bei ihm eine Schrumpfniere rechts bei normal groB3er linker Niere.

Uterus unicornis bei der Indexpatientin

Bei der Indexpatientin wurde im Alter von 13 Jahren sonographisch und hysteroskopisch
ein Uterus unicornis links mit aplastischem Cornu uteri rechts festgestellt (Tabelle 8). Die
Pubertitsentwicklung der Indexpatientin verlief mit Einsetzen der Regelblutung im Alter
von 12 Jahren und 6 Monaten bis dato normal. Es zeigten sich Normwerte fiir LH, FSH,
Ostradiol, Prolaktin, Testosteron und Dehydroepiandosteron-Sulfat (Daten nicht
aufgefiihrt).

Bei der Zwillingsschwester unf der &lteren Schwester der Indexpatientin stellte
sich der Uterus sonographisch dagegen unauffillig dar. Die Pubertitsentwicklung verlief
bei beiden Schwestern bis dato normal und es konnten keine sexual-hormonellen

Abweichungen nachgewiesen werden (Daten nicht aufgefiihrt).

Multiple Schilddriisenzysten bei allen Betroffenen

In der Schilddriise der Indexpatientin zeigten sich sonographisch multiple echoarme und
echofreie zystische Strukturen mit einem maximalen Durchmesser von 4 mm bei sonst

normal Schilddriisengrofle und -struktur (Abbildung 13). Die Schilddriisenfunktion war
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mit Normwerten fiir Thyroxin (T4, 9,48 ug/dl), Trijodthyronin (T3, 153 ng/dl) und
Thyreotropin (TSH, 4,3 uU/ml) intakt.
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Abbildung 13: Schilddriisensonographie der Indexpatientin mit
multiplen, max. 4 mm groBen Zysten in der gesamten Schilddrise. Hier
linker Schilddriisenlappen, Langsschnitt.

Bei der Zwillingsschwester zeigten sich sonographisch Mikrozysten im rechten
Schilddriisenlappen, bei der ilteren Schwester eine kleine Zyste im linken
Schilddriisenlappen bei sonst jeweils normaler Schilddriisengrée und —funktion (Daten
nicht aufgefiihrt). Beim Vater stellte sich eine kleine Zyste im linken Lappen bei
bestehender Struma multinodosa Grad 2 (Gesamtvolumen: 60ml) bei Euthyreose dar.

Die Mutter der Indexpatientin hatte einen erhohten TPO-Antikorper-Titer bei
bekannter Autoimmunthyreoiditis ohne sonographischen Hinweis auf zystische
Verdnderungen der Schilddriise. Bei der Indexpatientin, ihren Schwestern und ihrem
Vater konnte keiner der Antikérper gegen Thyroxin-Peroxidase (TPO-AK),
Thyreoglobulin (Tg-AK) oder TSH-Rezeptor (TRAK) nachgewiesen werden.
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Weitere Ergebnisse

Laborchemisch zeigten Blutbild, Leberfunktion, Gerinnung, Fettstoffwechsel, exokrine
Pankreasfunktion und Calcium-Phosphat-Haushalt der drei Geschwister keine
pathologischen Veridnderungen. Die Pilocarpin-lontophorese der Indexpatientin war mit
34 mmol/l NaCl-Aquivalent im Normbereich (< 60 mmol/l). Antikorper gegen die
Nebenniere, das Parietal-Zell-Antigen und die Transglutaminase konnten bei keiner der
drei Schwestern oder dem Vater nachgewiesen werden. Die iibrigen Bauchorgane wie
Leber, Pankreas und Milz der Indexpatientin, ihrer Schwestern und des Vaters waren
sonographisch unauffillig. Sonographisch zeigten sich bei der Indexpatientin, ihren
Schwestern und dem Vater normale Verhiltnisse der GroB3e und Struktur der iibrigen

Bauchorgane wie Leber, Pankreas und Milz.

3.4 Molekulargenetische Ergebnisse und Genotypisierung

Heterozygoter Polymorphismus H336D im Exon 4 des HNF1b-Gens

Das HNFIb Gen galt in dieser Studie wegen des bei der Indexpatientin vorliegenden
Phinotyps als Hauptkandidat der Sequenzanalyse. Von ihm existieren zwei alternative
Transkripte, Variante a und Variante b, die beide zu einem festen Verhiltnis in allen
Ursprungsgeweben von HNF1b (Ringeisen et al. 1993) bzw. iiberwiegend im Pankreas
exprimiert werden (Abbott et al. 1990). Die Variante a umfasst 9 Exons mit 58.635 Basen
und kodiert fiir das 557 AS grofle Protein. Die Variante b dagegen entsteht durch
alternatives Spicing im Intron 4 und kodiert fiir ein 44kDa grofles Protein mit 399 AS.
Funktionell besteht HNF1b aus einer C-terminalen Dimerisierungsdomine, einer ,,POU-
A-Region® und einer Homeobox als DNA-Bindungsdominen sowie einer N-terminalen
Transaktivierungsdomine (Abbildung 14).

Von HNF1b wurden die Promoterstruktur, die 9 Exons der Variante a und die
zusitzliche Intronsequenz der Variante b sequenziert und analysiert. Dabei zeigte sich bei
der Indexpatientin eine heterozygote Mutation im Exon 4 Nukleotid 1006C>G, der zu
einem AS-Tausch im Codon 336 von Histidin nach Aspartat (H336D) fiihrt (Abbildung
14, A, C). Die Verdnderung befindet sich im Bereich der hochkonservierten

Transaktivierungsdoméne (Abbildung 14, B) und ist damit potentiell inaktivierend.
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AuBler in der in der Indexpatientin wurde diese Verdnderung in der Zwillingsschwester
und ihrem Vater nachgewiesen, nicht jedoch in der d&lteren, ebenfalls betroffenen

Nichtzwillingsschwester (Abbildung 14, D).
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Vara > v HNF1b
Ex1 [ Ex2H Ex3 M Ex4 r{Ex5{Ex6[ Ex7  Ex8 [ Ex9 —
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Abbildung 14: Heterozygoter Polymorphismus H336D im Exon 4 des
HNF1b-Gens. A, B: Lokalisation der Mutation auf Gen- bzw. Proteinebene
von HNF1b. B in Anlehnung an (Ryffel 2001). C: Genomische DNA-Sequenz
der Indexpatientin mit Hervorhebung des heterozygoten Polymorphismus am
Codon 336. D: Ergebnisse der Genotypisierung der Eltern und Geschwister
der Indexpatientin. Ex Exon, HNF Hepatic Nuclear Factor, NM heteroyzgote
Mutation, NN keine Mutation, Prom Promoter, Var Variante.

Wildtypsequenz im HNF4a-Gen

Das HNF4a-Gen besteht aus 10 Exons, ist auf dem Chromosom 20 lokalisiert und kodiert
fiir ein insgesamt 465 AS groBles Protein. Funktionell setzt es sich aus einer N-terminalen

Transaktivierungsdomine, einer DNA-Bindungsdomine mit Zink-Fingermotiv und einer
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komplexen C-terminalen Region mit Liganden-Bindungs-, Diamerisierungs- und
Transaktivierungsdomine zusammen. Es besitzt zwei separate Promoter (P1 und P2),
wobei der proximale Promoter P1 vor allem in Hepatozyten, der distale Promoter P2 fast
ausschlieBlich in Betazellen aktiv ist (Thomas et al. 2001, Yamagata 2003). Im Pankreas
entsteht dabei die Variante HNF4a7, die iiber ein zusitzliches distales Exon P2 statt dem
sonst in Hepatozyten exprimierte Exon 1a verfiigt (Yamagata 2003).

Es wurden die Promoter P1 und P2, die Exons 1-10, das Exon P2, sowie die
zusitzliche Intronsequenz der Variante 3 sequenziert und analysiert. Dabei zeigte sich

keine Sequenzvariation im Vergleich zur Referenzsequenz AL132772 (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Sequenzanalyse von HNF4a. A: Schematische Darstellung
der Exon-Intron-Struktur von HNF4a mit leberspezifischem Promoter P1 und
pankreasspezifischem Promoter P2 in Anlehnung an (Yamagata 2003). B:
Funktioneller Aufbau von HNF4a in Anlehnung an (Ryffel 2001). C:
Ausschnitt aus der genomischen DNA-Sequenz der Indexpatientin im
Bereich des Exon 1b von HNF4a. Ex Exon, HNF Hepatic Nuclear Factor.

Keine Mutationen im Glukokinase-Gen

Mutationen im Glukokinase-Gen sind die zweithédufigste Ursache fiir MODY in Europa.
Das Gen ist auf dem Chromosom 7 lokalisiert und besteht aus 10 Exons, die fiir das 465

AS bzw. ca. 52kDa groe Enzym kodieren. Die relevanten Genabschnitte der GCK
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wurden sequenziert und analysiert, ohne dass dabei bisher mit MODY assoziierte

Mutationen oder andere Polymorphismen nachgewiesen werden konnten.

Wildtypsequenz im IPF-1-Gen

IPF-1 ist ein zentrales Element des Netzwerks von Transkriptionsfaktoren im Pankreas.
Es ist auf dem Chromosom 13 (12q12.1) lokalisiert und besteht aus zwei Exons, die fiir
283 AS kodieren. Funktionell setzt es sich aus einer N-terminalen
Transaktivierungsdomine, einem DNA-bindenden Pentapeptid-Motiv und einer tripel-
helikalen Homeodomine zusammen, die das nukledre Lokalisations-Signal enthélt
(Schwitzgebel et al. 2003). Bei der Sequenzanalyse der relevanten Genabschnitte zeigten

sich keinerlei Verdnderungen gegeniiber dem Wildtyp (Referenzsequenz NT_024524).
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Abbildung 16: Sequenzanalyse von IPF-1. A: Schematische Darstellung
der Exon-Intron-Struktur. B: Ausschnitt aus der genomischen Sequenz der
Indexpatientin im Bereich des Exon 1 des IPF-1 Gens. Ex Exon, IPF-1 Insulin
Promoting Faktor 1.

Keine Sequenzabweichungen in NeuroD1

NeuroD1 ist auf dem Chromosom 2q32 lokalisiert und besteht aus 2 Exons. Das Exon 1
und ein Teil des Exon 2 bilden die 5’-untranslatierten Region (5’UTR), der Rest des
Exon 2 kodiert fiir die 356 AS von NeuroD1. Funktionell besteht das Gen aus einer N-
terminalen DNA-Bindungsdomidne mit basic-helix-loop-helix Motiv und einer
Interaktionseinheit (Abbildung 7). Beide Exons wurden sequenziert und analysiert. Es
konnten dabei keine Sequenzabweichungen gegeniiber der Referenzsequenz NT_005403

festgestellt werden.
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Abbildung 17: Sequenzanalyse von NeuroD1. A: Schematische
Darstellung der Exon-Intron-Struktur von NeuroD1. B: Funktioneller Aufbau
von NeuroD1 mit charakteristischem basic-helix-loop-helix Motiv modifiziert
nach (Malecki et al. 1999). C: Ausschnitt aus der genomischen Sequenz der
Indexpatientin im Bereich des Exon 2-2 von NeuroD1. NeuroD1 Neurogenic
Differentiationfactor 1.

Wildtyp im HNF3b

HNE3b ist auf dem Chromosom 20 lokalisiert und besteht aus 3 Exons, die fiir das 457
AS lange Protein kodieren (Yamada et al. 2000). Es erfolgte die Analyse der drei Exons
und des Promoters von HNF3b. Dabei zeigte sich eine Wildtypsequenz ohne
Abweichungen von der Referenzsequenz NT_011387.
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Abbildung 18: Sequenzanalyse von HNF3b. A: Schematische Darstellung
der Exon-Intron-Struktur von HNF3b mit untranslationierten Bereichen
(hellblau) und Promoterstruktur (Prom, grdn). B: Ausschnitt aus der
genomischen Sequenz der Indexpatientin im Bereich der Promoterstruktur
von HNF3b. HNF Hepatic Nuclear Factor.



Sequenzieller Polymorphismus in der Promoterstruktur von HNF6

HNF6 ist auf dem langen Arm des Chromosom 15 (15g21.1-21.2) lokalisiert und besteht
aus 2 Exons bzw. 33023 Basen. Das zugehorige Protein ist aus 465 AS aufgebaut und hat
eine Grofle von 51 kDa (Vaisse et al. 1997). Es wurde neben den beiden Exons auch die
ca. 750bp vor dem Transkriptionsstart liegende Promoterstruktur analysiert, in der sich
bei der Indexpatientin, ihrer grolen Schwester und ihrem Vater eine Folge von drei
heterozygoten Veridnderungen -400A>C, -390C>A und -385G>A (Abbildung 19) zeigte.
Bei der nichtbetroffenen Mutter der Indexpatientin konnten diese Verdnderungen in

homozygoter Form nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Sequenzieller Polymorphismus im Promoter von HNF®6.
In der Promoterregion von HNF6 wurde eine Folge von drei Polymorphismen
festgestellt. A: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur von HNF6
mit Promoterregion (Prom, griin) und Lokalisation der Polymorphismen ({).
B: Veranderter Abschnitt der genomischen Sequenz der Indexpatientin
(exemplarisch fir den heterozygoten Genotyp NM), sowie der Mutter
(homozygoter Genotyp MM). C: Die Geschwister und der Vater der
Indexpatientin wiesen ebenfalls einen heterozygoten Genotyp auf. HNF
Hepatic Nuclear Factor.
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Wildtypsequenz bei COUP-TF-I und heterozygoter Polymorphismus in der
5’UTR von COUP-TF Il

COUP-TF I liegt auf dem Chromosom 5q14 und besteht aus 3 Exons, die fiir den 423 AS
bzw. 46,2 kDa grolen Rezeptor kodieren. COUP-TF II dagegen liegt auf dem
Chromosom 15g26 und ist aus 4 Exons aufgebaut, wobei nur die Exons 2-4 fiir das 414
AS bzw. 45,6 kDa groB3e Protein kodieren. Beide Rezeptoren besitzen eine N-terminale
regulative Doméne, einen zentral gelegenen Zink-Finger als DNA-Bindungs-Domine
und eine C-terminale Liganden-Bindungs-Domiéne (Qiu et al. 1997).

Von COUP-TF I wurden die Exons 1 bis 3, von COUP-TF 1II die kodierenden
Exons 2 bis 4 sequenziert. In COUP-TF I konnten dabei keine Sequenzvariationen
festgestellt werden (Abbildung 20 A, B). Die Sequenzierung von COUP-TF II dagegen
zeigte einen heterozygoten Polymorphismus (-96G>T) im 5 untranslatierten Bereich

(5°UTR) des Exon 2 bei der Indexpatientin (Abbildung 20 C, D).
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Abbildung 20: Sequenzanalyse von COUP-TF | und heterozygoter
Polymorphismus in COUP-TF Il. A: Schematische Darstellung der Exon-
Intron-Struktur von COUP-TF | mit Indikation der untranslationierten
Bereiche (hellblau). B: Ausschnitt der genomischen DNA-Sequenz der
Indexpatientin im Bereich des Exon 2 von COUP-TF I. C: Genomischer
Aufbau von COUP-TF II. D: Heterozygoter Polymorphismus -96G—T in der
5 -untranslatierten-Region (5’UTR) (hellblau) der genomischen
DNA-Sequenz der Indexpatientin. COUP-TF Chicken-Ovalbumin-Upstream-
Promoter Transkriptionfaktor.
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4 Diskussion

4.1 Familiares Diabetessyndrom mit Storung der
Insulinsekretion

Das Diabetessyndrom der hier untersuchten Familie ist charakterisiert durch die
Manifestation von Diabetes mellitus bei insgesamt fiinf Familienmitgliedern in drei
Generationen im Alter von 13 bis 30 Jahren. Neben der Indexpatientin sind ihre
Zwillingsschwester, ihre dltere Schwester, der Vater und die Gromutter viterlicherseits
von Diabetes mellitus betroffen. Bei der Mutter der Indexpatientin und den {iibrigen
Verwandten konnte ein Diabetes ausgeschlossen werden.

Bei Manifestation zeigten die Maddchen keine der typischen Symptome des T1D,
wie Ketoazidose, Polyurie, Polydipsie und Gewichtsabnahme. Bei keinem der
Betroffenen konnten diabetesspezifische Autoantikorper wie ICA, IAA, GAD65 oder
IA-2 festgestellt werden. Die drei Patientinnen waren normalgewichtig, zeigten ein
normales Lipidprofil und waren, bis auf die gut behandelbare passagere Hypertonie der
Indexpatientin, normotensiv. Sekundidre Ursachen des Diabetes bei der Indexpatientin
wie Cystische Fibrose oder Pankreatitis konnten ausgeschlossen werden.

Funktionell zeigten die Patientinnen bei normalen niichtern-C-Peptid-Spiegeln
einen verzogerten Insulin- und C-Peptidanstieg sowie eine persistierende Hyperglykdmie
nach oraler und intravenoser Glukosegabe. Nach Arginin-Infusion kam es dagegen zu
einer prompten Insulinausschiittung mit rascher Wiederherstellung der Normoglykidmie.
HOMA-Index und ISI-comp waren im Normbereich und deuten auf eine gute periphere
Insulinsensitivitidt ohne Nachweis einer Insulinresistenz hin. Aufgrund dieser Ergebnisse
konnte die initiale Therapie mit Insulin (0,3 U/kg/d) bei der Indexpatientin und ihren
Schwestern friihzeitig beendet werden und mit geringsten Dosen von Sulfonylharnstoffen
(0,5-1,0 g/d Glimepirid) bzw. mit Diét allein eine gute Stoffwechselkontrolle erzielt
werden.

Der Vater der Indexpatientin zeigte im Verlauf eine schlechte metabolische
Kontrolle und ist nun seit ca. zehn Jahren insulinpflichtig. Neben massiven
diabetesspezifischen Manifestationen der Makro- und Mikroangiopathie mit Gangrénen

der oberen und unteren Extremitit, Retinopathie und arterieller Hypertonie leidet er seit
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ca. sechs Jahren an einer dialysepflichtigen terminalen Niereninsuffizienz bei V.a.
diabetischer Nephrophathie.

Insgesamt zeigt sich ein autosomal-dominantes Diabetessyndrom vom Typ MODY
mit Manifestation im Jugend- bzw. jungen Erwachsenenalter mit glukoseinduzierter
Insulinsekretionsstorung und Neigung zur Progredienz bei intakter Insulinexpression und

intakter Insulinsensitivitit ohne Zeichen einer peripheren Insulinresistenz.

4.2 HNF1b-ahnlicher Phanotyp und familiare
Schilddrisenzysten

Renale und genitale Malformationen konnen isoliert oder als Teil eines Syndroms
auftreten (Pohl et al. 2002). Im Zusammenhang mit Diabetes sind urogenitale
Malformationen v.a. mit Mutationen im HNF1b-Gen beschrieben (Bingham et al. 2002).
Dabei kann der Phinotyp sowohl zwischen als auch innerhalb der Familien stark
variieren. Die ,Miillerschen Anomalien® insbesondere scheinen keine vollstindige
Penetranz zu haben, d.h. sie sind nicht bei allen Mutationstriagern ausgepriagt (Bingham et
al. 2000, Bingham et al. 2002, Bingham u. Hattersley 2004). Bei der Indexpatientin
wurde eine Nierenagenesie rechts und ein Uterus unicornis links bei sonst normaler
Nierenfunktion, normalem Hormonstatus und normaler Pubertitsentwicklung festgestellt.
Sonst konnte bei keiner der iibrigen weiblichen betroffenen und nicht betroffenen
Familienmitgliedern eine urogenitale Malformation nachgewiesen werden. Beim Vater
stellte sich sonographisch eine Schrumpfniere rechts bei terminaler Niereninsuffizienz
und V.a. diabetische Nephropathie dar.

Bei der Indexpatientin und ihren Schwestern wurden mehrere kleine
Schilddriisenzysten bei sonst intakter Schilddriisenfunktion festgestellt. Bei ihrem Vater
zeigte sich eine Mikrozyste bei bestehender Struma multinodosa. Sonst ergab sich bei
den Betroffenen ein unauffilliger Organbefund. Die nichtdiabetische Mutter zeigte
keinen Anhalt fiir Schilddriisenzysten bei bekannter Autoimmunthyroidits. Meistens
werden  Schilddriisenzysten im Zusammenhang mit familidrem kongenitalen
Hypothyroidismus beschrieben (Leger et al. 2002). In normal entwickelten Schilddriisen
mit intakter Funktion seien Zysten dagegen extrem selten (Leger et al. 2002, Marinovic et
al. 2003). Die hier vorliegende scheinbare Kosegregation mit Diabetes sowie die

Assoziation von MODY zu zystischen Verdnderungen z.B. der Nieren ldsst einen
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Zusammenhang vermuten. Es handelt sich demnach klinisch um einen HNF1b-dhnlichen
Phinotyp der Indexpatientin bei familidrem Diabetessyndrom vom Typ MODY mit dem

Zusatzphinomen von Schilddriisenzysten aller Betroffenen.

4.3 Kandidatengenanalyse MODY X

Bei der durchgefiihrten Kandidatengenanalyse wurden neben dem HNFI1b-Gen die
tibrigen fiinf MODY-Gene und vier weitere Kandidatengene untersucht. Die
Sequenzanalyse des HNF1b-Gens ergab den heterozygoten Polymorphismus H336D in
der Indexpatientin, ihrer Zwillingsschwester und ihrem Vater, nicht jedoch in der
ebenfalls betroffenen &lteren Schwester. Er ist damit wahrscheinlich nicht als
krankheitsverursachend anzusehen. In den Genen fiir GCK, HNF4a, IPF-1 und NeuroD1
konnten keine Abweichungen von der Referenzsequenz festgestellt werden.

Bei der Analyse vier weitere Kandidatengene mit putativer Rolle in der
Pathogenese des MODY X konnte in der Promoterregion des HNF6-Gens eine Folge von
drei Polymorphismen in heterozygoter Form bei der Indexpatientin, ihren Schwestern
und ihrem Vater festgestellt werden. Bei der nichtdiabetischen Mutter fand sich die
identische Folge der Polymorphismen in homozygoter Form. Es ist damit anzunehmen,
dass es sich bei der gefundenen Verdnderung in der Promotersequenz des HNF6-Gens
um einen zumindest familidren Polymorphismus handelt. AuBlerdem wurde in der 5°-
untranslatierten Region (5"UTR) des Exons 2 des COUP-TF-II-Gens der heterozygote
Polymorphismus —“96G>T gefunden. Veridnderungen soweit vor dem Transkriptionsstart
sind bisher allerdings nicht als relevant beschrieben worden. In den Genen HNF3b und
COUP-TF I konnte keine Sequenzvariation festgestellt werden.

Es handelt sich demnach bei dem vorliegenden Krankheitsbild um eine Form des
genetisch vermittelten Diabetes mit HNF1b-dhnlichem Phédnotyp mit Zusatzphinomen
ohne Nachweis einer krankheitsassoziierten Mutation in HNF1b, fiinf weiteren bekannten
MODY-Genen, sowie den Genen HNF3b, HNF6 und COUP-TF I und II. Aus der
klinischen Beobachtung ldsst sich vermuten, dass moglicherweise ein anderer
Transkriptionsfaktor als die hier untersuchten, betroffen ist, der neben der Funktion in der
Betazellregulation zumindest zeitweise eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von

Niere, Genitaltrakt und Schilddriise hat.
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4.4 Ausblick und klinische Relevanz

Als Standardmethode zur Genanalyse bei MODY gilt die bidirektionale Sequenzanalyse,
mit der in etwa 80% der Fille eine Mutation in einem von sechs bisher mit MODY
assoziierten Genen nachgewiesen werden konnen (Fajans et al. 2001, Froguel et al.
1993). Die iibrigen 15-20% werden unter dem Begriff des sogenannten MODY X
zusammengefasst. Nach einer Beobachtung von (Bellanne-Chantelot et al. 2004) ist es
bei Patienten, die klinisch an einem MODYS leiden, sogar in ca. 60% der Fille nicht
moglich, eine Mutation im HNF1b-Gen nachzuweisen. Es ist also moglich, dass der hier
vorliegende Gendefekt der untersuchten Familie mit der Standardmethode der direkten
Sequenzanalyse nicht erkannt werden konnte.

Diesbeziiglich neue Moglichkeiten scheint die quantitative multiplex PCR kurzer
fluoreszierender Fragmente (QMPSF) zu bieten. In einer aktuellen Studie von Bellanne-
Chantelot konnte mit dieser Methode in einer Gruppe von 40 MODY-X-Patienten mit
HNF1b-dhnlichem Phinotyp bei 28 Patienten, d.h. bei ca. 70%, doch eine Mutation im
HNF1b-Gen nachgewiesen werden (Bellanne-Chantelot et al. 2005). In neun Fillen
handelte es sich dabei um eine heterozygote Deletion von ca. 1,2 Megabasen, sog. grof3en
genomischen Rearrangements, die den kompletten Verlust eines Allels bedingte.

Trotz der relativen Seltenheit, ist die Kenntnis und korrekte Diagnose von MODY
entscheidend. Wie bei dem Vater der Indexpatientin zu sehen, besteht die Gefahr der
Entwicklung von Langzeitkomplikationen. Fiir eine Verbesserung der Lebensqualitit und
Compliance ist daher die Therapieoptimierung durch die friilhe Gabe von oralen
Antidiabetika oder didtetischer Beratung und damit die Verzogerung der
Insulinabhingigkeit zentral.

Die genaue Erforschung von MODY wird auch in Zukunft nicht nur fiir die
MODY-Patienten hilfreich sein, sondern iiber die Erkenntnisse in der Regulation der

Betazellfunktion auch zum besseren Verstidndnis anderer Diabetestypen beitragen.
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5 Zusammenfassung

Zu den genetischen Ursachen des Diabetes mellitus vom Typ des Maturity Onset
Diabetes of the Young (MODY) zihlen inaktivierende Mutationen der Hepatic Nuclear
Factors (HNF), die funktionell an der Regulation der Insulingentranskription in der
Betazelle beteiligt sind. Patienten mit heterozygoten Mutationen von HNF1beta weisen
einen familidren Diabetes (MODY5) mit Anlageanomalien des Urogenitaltraktes auf.

An der Universitétsklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin Ulm wurde eine Familie
mit einer solchen klinischen Diabetesform identifiziert. Bei der Indexpatientin wurde im
13. Lebensjahr ein Diabetes mellitus bei unilateraler Nierenagenesie und Uterus unicornis
diagnostiziert. Eine Zwillingsschwester, eine weitere Schwester, der Vater und die
GroBmutter viterlicherseits waren ebenfalls an einem Diabetes erkrankt. Die
diabetesspezifischen Antikorper gegen Inselzellen (ICA), Tyrosin Phosphatase (IA-2)
und Glutamat-Decarboxylase (GAD65) konnten bei keinem der betroffenen Individuen
nachgewiesen werden. Im i.v.-Glukose-Arginin-Test zeigte sich bei ihnen eine reduzierte
glukoseabhidngige Insulinsekretion bei intakter Sekretion nach Arginin-Applikation.
Nebenbefundlich zeigten alle Betroffenen zystische Veridnderungen der Schilddriise bei
euthyreoter Stoffwechsellage.

Die Analyse von HNFlbeta in genomischer DNA (Desoxyribonukleinsidure) der
Indexpatientin ergab eine potentiell pathogene Mutation mit Aminosdurentausch im
Exon 4 (Codon 336 CAC nach GAC, Histidin nach Aspartat). Diese konnte auch bei der
Zwillingsschwester und dem Vater, nicht jedoch bei der ebenfalls betroffenen lteren
Schwester nachgewiesen werden. Allein kann diese Mutation das vorliegende
Krankheitsbild jedoch nicht erkldaren. Es folgte daher die Analyse neun weiterer
Kandidatengene mit gesicherter und putativer Storung der Insulingentranskription, bei
der sich verschiedene Sequenzvariationen, allerdings ohne sicheren Krankheitswert
zeigten.

Insgesamt konnte ein MODYS5-dhnliches hereditires Diabetes-Syndrom ohne
Mutation im HNFlbeta-Gen bei allen Betroffenen beschrieben werden. Weitere
Kandidatengenanalysen oder alternative Screeningmethoden sollen in zukiinftigen

Experimenten die genetische Grundlage dieses Phéanotyps kldren.
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7 Anhang

Tabelle A - 1: Primer, ProduktgréBe und PCR-Bedingungen von HNF1b.
Referenzsequenzen: AC004132, NT_078100, NM_000458, NM_006481,
AH006912. Primer aus (Beards et al. 1998).

PCR-
Abschnitt Primer Produkt
Bedingung
Senseprimer (5’ - 3’) Antisenseprimer (5’ - 3’) (bp) MgClo X Zusatz
(mM) (°C)

Promoter CATGAACCCCGAAGAGTGGTG GCCTCCAGACACCTGTTACT 420 1,5 58 -
Exon 1 GGGTGGAGGGGTTCCTGGAT CGGGCGCAGTGTCACTCAGG 528 1,5 61 #
Exon 2 CTCCCACTAGTACCCTAACC GAGAGGGCAAAGGTCACTTCAG 291 1,5 60 -
Exon 3 AGTGAAGGCTACAGACCCTATC TTCCTGGGTCTGTGTACTTGC 365 1,5 60 -
Exon 4 TGTGTTTTGGGCCAAGCACCA  AACCAGATAAGATCCGTGGC 381 1,5 60 -
Exon 5 TGCCGAGTCATTGTTCCAGG  CCTCTTATCTTATCAGCTCCAG 276 1,5 64 -
Exon 6 CTGCTCTTTGTGGTCCAAGTCC GAGTTTGAAGGAGACCTACAG 288 1,25 58 -
Exon 7 ATCCACCTCTCCTTATCCCAG  ACTTCCGAGAAAGTTCAGACC 341 1,5 60 -
Exon 8 TTTGCCTGTGTATGCACCTTG ~ GCCGAGTCCATGCTTGCCAC 258 1,5 60 -
Exon 9 CTTTGCTGGTTGAGTTGGGC  TTCCATGACAGCTGCCCAGAG 208 1,5 60 -
var b TGTGTTTTGGGCCAAGCACCA TCACAGGGCAATGGCTGAAC' 517 1,5 60 -

" selbst ausgewdhlt, # Qiagen Q-Solution, bp Basenpaar, PCR

Polymerasekettenreaktion, X optimierte Annealing-Temperatur.

Tabelle A - 2: Primer, ProduktgroBe und PCR-Bedingungen von
NeuroD1. Referenzsequenzen: U508322, NT_005403, AF045152,
AB018693. Primer aus (Malecki et al. 1999).

. . PCR-
Abschnitt Primer Produkt .
Bedingung
X
Senseprimer (5’ - 3’) Antisenseprimer (5° - 3’) (bp) (C) Zusatz
Exon2-1 CAAGCATTTGTACAGGTTTAG CTCCAGGCGAGCCTTAGTCATC 407 60 -
Exon2-2 CCTCGAAGCCATGAACGCAG GCTGTCCATGGTACCGTAAG 583 60 -
Exon2-3 CCTGCAACTCAATCCTCGGAC CTGTAAGCACAGTGGGTTCG 561 60 -

bp Basenpaar, PCR Polymerasekettenreaktion, X optimierte Annealing-
Temperatur.
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Tabelle A - 3: Primer, ProduktgréBe und PCR-Bedingungen von HNF4a.
Referenzsequenzen: AL132772, NT_011362. Primer aus (Lehto et al. 1999).

PCR-
Abschnitt Primer Produkt
Bedingung
Senseprimer (5’ -3’ ) Antisenseprimer (5’ - 3’) (bp) X (°C) Zusatz

Promoter

1-1 TCCCAGAACAAGGATCCAGAAG GGGTGCTAATTACAACTGCTGG 322 62 =
Promoter

1-2 AGTGCCCGTGAGTCATGATGCC TCGCATTCTCCCTGCCTCCAC 373 67 -
Exonta GGGCACTGGGAGGAGGCAGT GCCTGTAGGACCAACCTACC 340 67 -
Exon1b TCTGGTGTGCACGACTGCAC CTGGAGCTGCAGCCTCATAC 357 60 -
Exonic CACAGGTGTTGCCAAGTGAAGC CACCGAGAAATGCGGTTATGTC 325 60 -
Exon 2 AAGGCTCCCTTAGATGCCTG CCACTCAGGGAGAAGACAGACCT 321 60 =
Exon 3 CCTAGTTCTGTCCTAAGAGG GTCATAAAGTGTGGCTACAG 253 60 =
Exon 4 CCACCCCCTACTCCATCCCTGT CCCTCCCGTCAGCTGCTCCA 271 60 -
Exon 5 GTGCAGGGGACAGAGAATGC AATCAAGCCAGTCCACGGCTAT 322 60 =
Exon 6 GCCCAGCGTCACTGAGTTGGCCA TTGCCTGGGTGAGTGCCATG 234 60 -
Exon 7 GCACCAGCTATCTTGCCAAC AGGAGAAGTCTGGCAGAGCG 315 60 -
Exon 8 TCCCTGAATCCTTGTGCCCAC? ATAGACCATTGCCTTGTTCCCA? 549 65 -
Exon 9 TGGTTGATTGGCCACGCCTG ATCCTGGTTCTACCTTCTAG 341 60 =
Exon 10 CATTTACTCCCACAAAGGCT GATCACGTGATCACCAGGTG 277 60 =
Exon P2 TTCTGCTCCGGCCCTGTC' AAGCTGACCGCAGTCCCG’ 452 60 -
var 3 CTTGGAGGACTACATCAACGAC  CCACGCATCCATACATACTC? 478 60 =

"aus (Thomas et al. 2001), ? selbst ausgewahlt, bp Basenpaar, PCR
Polymerasekettenreaktion, X optimierte Annealing-Temperatur.

Tabelle A - 4: Primer, ProduktgréBe und PCR-Bedingungen von IPF-1.
Referenzsequenzen: NT_024524, AF035259.1, AF035260.1. Primer aus
(Schwitzgebel et al. 2003).

. . PCR-
Abschnitt Primer Produkt .
Bedingung
Senseprimer (5’ -3’ ) Antisenseprimer (5" - 3’) (bp) X (°C) Zusatz
Exon 1 TCAGTGCGGAGCTGTCAAAG'  TGGGAGCGCTTGGAGGTAAG' 611 63 *
Exon 2 GCCCTGTGTCGCCCGCAG TTGAAGCCCCTCAGCCAG 498 63 *
" selbst ausgewédhlt, * 1-fach Enhancer, bp Basenpaar, PCR

Polymerasekettenreaktion, X optimierte Annealing-Temperatur.
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Tabelle A - 5: Primer, Produktgr6Be und PCR-Bedingungen von HNF3b.
Referenzsequenzen: AF176110, NT_011387, AL121722. Primer aus
(Yamada et al. 2000).

. . PCR-
Abschnitt Primer Produkt .
Bedingung
X
Senseprimer (5’ -3’ ) Antisenseprimer (5’ - 3’) (bp) (C) Zusatz
Promoter ~TGCATTCTCTGTGTCTGAGG' GAGGCTGAGATTTGTCTCTG’ 431 62 -
Exon 1 GGGCACCTCGGTTGTGACTG AAAGCCGGATTTATTTATGCCG 389 59 s
Exon 2 TGGTCGTTTGTTGTGGCTGTTA AAAAAAGAGACCCATTTGATTCCAA 289 55 -
Exon 3a AACAGACTCGGAGTCCGGAGACTG TGGAGTTCATGTTGGCGTAG 483 55 #
Exon 3b TGAACATGTCGTCGTACGTG CCATGGTGATGAGCGAGATGT 324 55 #
Exon 3¢ CCTACGCCAACATGAACTCCATGAG GCGCTCGAGTGAGGCGACTCGGTG 547 63 #
Exon 3d AGAAGCGCTTCAAGTGCGAGAAG AGTGCATCACCTGTTCGTAGGCCTTG 477 55 #
Exon 3e ATCAACAACCTCCTGTCCTCGG TGAAGAAGACTGCTGTCTTGG 407 63 s
" selbst ausgewdhlt, # Qiagen Q-Solution, bp Basenpaar, PCR
Polymerasekettenreaktion, X optimierte Annealing-Temperatur.
Tabelle A - 6: Primer, ProduktgroBe und PCR-Bedingungen von HNF6.
Referenzsequenzen: AF035580, AF035581, NT_010194. Primer aus (Moller
et al. 1999).
. . PCR-
Abschnitt Primer Produkt .
Bedingung
Senseprimer (5’ - 3’) Antisenseprimer (5’ -3’ ) (bp) X (°C) Zusatz
Prom a GCCCTTTAAGCAATCTGCAC' ACTGTTACAGACTCTGTGGC' 572 60 o
Prom b TCCTTCATTTGTACCGGGAC’ CGGACACAACATCGATGTGG' 584 60 *
Exonia AGACAGAGCCCCACAGTGAG TGCTGCCCAGACCGGAGCTG 704 62 o
Exonib CTACCACAAGGACGTGGCCG GCTTTCGTGTACCTTATCTC 654 56 s
Exon 2 TGAGCTCTGTCTTTCTACTC CTGCTATCTTGAGGTCCTGG 447 62 -

"in Anlehnung an (Rastegar et al. 2000) selbst ausgewdahlt, * 1-fach

Enhancer, bp Basenpaar, PCR Polymerasekettenreaktion, X optimierte
Annealing-Temperatur.
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Tabelle A - 7: Primer, ProduktgroBe und PCR-Bedingungen von
COUP-TF I. Referenzsequenz: NT_023148. Primer selbst ausgewahlt.

. . PCR-
Abschnitt Primer Produkt .
Bedingung
Senseprimer (5’ -3’ ) Antisenseprimer (5’ - 3’) (bp) X (°C) Zusatz

Exon 1 CTCGGCGAGCAGCTCGGCTC GGGGAGAGAAGCAGAGAAG 539 59 *
Exon 2a GAGCTTCTGCATTGTGTTGG TGGTCGGTGATCTGCAGATC 374 59 *
Exon 2b ATGGGCATCGAGAACATCTG AGGCTCAGTGTCCAGCGAG 485 59 *
Exon 3 GCTATTTGTCAGCCTAACCG TGGGTCCTCTGAGTCTCTAG 397 59 *

*

optimierte Annealing-Temperatur.

1-fach Enhancer, bp Basenpaar, PCR Polymerasekettenreaktion, X

Tabelle A - 8: Primer, ProduktgréBe und PCR-Bedingungen von
COUP-TF Il. Referenzsequenz: NT_010274. Primer selbst ausgewahlt.

PCR-
Abschnitt Primer Produkt
Bedingung
Senseprimer (5’ -3’ ) Antisenseprimer (5’ - 3’) (bp) X (°C) Zusatz
Exon 2 TCTTGCACCCTCGCACACAC CTTCTTGTCCTTACCCAGAG 650 58 **
Exon 3a CTGGTTCTTGCGCTGCTCAG TGGTCCGTGATCTGCAGGTC 401 60 -
Exon 3b TGCAGCCCAACAACATCATG GTTGCACTCAACAGTTTGGC 493 60 -
Exon 4 GTGCACACACCTCATGTGAC AGTTGTTCTGACCGACACAG 629 59 *
* 1-fach Enhancer, ** 2-fach Enhancer, bp Basenpaar, PCR

Polymerasekettenreaktion, X optimierte Annealing-Temperatur.
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