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1. Einleitung

1.1. Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus umfasst eine Gruppe metabolischer Erkrankungen, die durch
eine hohe Plasmaglukosekonzentration charakterisiert sind. Im Jahr 2010 litten in
Europa etwa 55,4 Mio. Personen (8,5% der Bevolkerung) an Diabetes, bis zum Jahr
2030 sollen es etwa 66,5 Mio. (10% der Bevolkerung) sein. In Deutschland wird die
Zahl der aufgrund eines Typ-2-Diabetes behandelten Personen derzeit auf etwa 7,5
Mio. geschatzt (1). Der Typ-1-Diabetes zeichnet sich durch eine immunologisch ver-
mittelte Zerstdrung der Betazellen des Pankreas mit einem daraus resultierenden
absoluten Insulinmangel aus. Das EURODIAB-Projekt und IDF-Atlas-Diabetes
schatzt (basierend auf Inzidenzdaten aus NRW und BW fur 1999-2003), dass in
Deutschland im Jahr 2010 14.100 bis 15.600 Kinder und Jugendliche im Alter von 0
bis 14 Jahren von einem Typ-1-Diabetes betroffen waren (2). Studien weisen darauf
hin, dass Virusinfektionen eine Zerstérung von Betazellen des Pankreas triggern und
damit einen Typ-1-Diabetes induzieren kdnnen (3,4). Der Typ-2-Diabetes ist dagegen
durch eine Insulinresistenz der peripheren Gewebe und eine Insulinsekretionssto-
rung der Beta-Zellen des Pankreas charakterisiert (5). Man geht davon aus, dass
sowohl eine genetische Pradisposition als auch so genannte ,Umweltfaktoren® an der
Entstehung dieser multifaktoriellen Erkrankung beteiligt sind (6,7). Zahlreiche Risiko-
faktoren konnten fur den Typ-2-Diabetes bereits identifiziert werden. Vor allem stellt
eine kalorienreiche Uberernahrung einen Risikofaktor fuir den Typ-2-Diabetes dar (8).
Der zentrale Fettverteilungstyp, definiert als Quotient Taillen- / Huftumfang >1,0 bei
Mannern und >0,85 bei Frauen, weist eine Korrelation mit dem Typ-2-Diabetes auf
(9,10). Andere experimentelle Studien weisen darauf hin, dass koérperliche Aktivitat
eine Insulinresistenz reduziert. Ein Bewegungsmangel ist daher auch als Risikofaktor
fir den Typ-2-Diabetes anzusehen (11). Ein niedriges Geburtsgewicht konnte mit
einem Typ-2-Diabetes im Erwachsenenalter assoziiert werden (12,13). Die Einnahme
von Medikamenten wie Steroiden, Diuretika und Antihypertensiva, welche die Insu-
linsekretion negativ beeinflussen kdnnen auch zur Manifestation eines Typ-2-
Diabetes beitragen (14-16). Die Inzidenz des Typ-2-Diabetes nimmt mit steigendem
Alter zu und steigt bei Frauen, die einen Gestationsdiabetes entwickelt hatten (17).
Die ethnische Herkunft scheint flr das Risiko an Typ-2-Diabetes zu erkranken, eine
1



Rolle zu spielen, da sich die Typ-2-Diabetes-Pravalenz in verschiedenen Bevolke-
rungen signifikant stark unterscheidet (18,19). Weiterhin zu bertcksichtigen ist, dass
ein Nikotinabusus die Insulinwirkung einschrankt (20-23). Daher ist Rauchen eben-

falls als ein Risikofaktor flr den Typ-2-Diabetes anzusehen.

1.2. Hereditare Diabetesform: MODY

1.2.1. Polygenetische Aspekte des Diabetes mellitus

Zwillingsstudien (24) und das Vorkommen familiarer Haufungen des Diabetes (25)
zeigten, dass nicht nur Umweltfaktoren, sondern auch erbliche Aspekte fur die Ent-
stehung eines Typ-2-Diabetes von Bedeutung sind. Dieser Typ stellt eine Uberwie-
gend multifaktorielle, polygene und genetisch heterogene Gruppe der Diabeteser-
krankungen dar. Verschiedene Gene pradispositionieren in unterschiedlichen Popu-
lationen an Typ-2-Diabetes zu erkranken (25,26). Dies konnte durch mehrere grof3e
Assoziationsstudien bewiesen werden (27). Es wird erwartet, dass die Weiterentwick-
lung der genetischen Charakterisierung des Typ-2-Diabetes mit Sequenzierungs-
techniken der nachsten Generation weitere Gene mit einer hohen Assoziation zum
Typ-2-Diabetes identifizieren wird (28). Die in den letzten Jahren durchgeflihrten ge-
nomweiten Assoziationsstudien haben Gene identifiziert, die mit einem schwachen
Risiko fur den Diabetes-Typ-2 assoziiert sind (29). Es sind bis jetzt 25 Risikogene
des Diabetes-Typ-2 bekannt (30,31), welche etwa 10% der genetischen Pradispositi-
on fur den Typ-2-Diabetes in der Bevdlkerung erklaren (29). Die Suche nach Genen
die mit einem Typ-2-Diabetes bei den untersuchten Personen assoziiert sind, ergab
zahlreiche Loci, wie zum Beispiel Codevariationen im PPARy-Rezeptorgen (32) oder
einem der Gene fur das Kaliumkanalprotein KCNJ11 (33). Die starkste Erhdhung des
Risikos (OR 1.36, P=5.7x10-13) flr den Typ-2-Diabetes wurde mittels einer genom-
weiten Assoziationsstudie fur den Transkriptionsfaktor TCF7L2 ermittelt (34-36).
Ebenfalls wurden in einer systematischen Untersuchung eines Forschungsteams aus
GroRbritannien, Kanada und Frankreich vier Gene identifiziert, die die Entwicklung
eines Typ-2-Diabetes beglnstigen (37). Diese Loci beinhalten einerseits einen Poly-
morphismus im Zink-Transporter SLC30A8, welcher primar in den insulinsezernie-
renden Beta-Zellen des Pankreas exprimiert wird. Weiterhin sind die Gene IDE-
KIF11-HHEX und EXT2-ALX4 enthalten, denen eine Rolle in der Beta-Zell-

Entwicklung oder Funktion zugesprochen wird (37). Diese Assoziationen kdnnen als



Nachweis dienen, dass der genomweite Ansatz zur Aufklarung komplexer geneti-
schen Merkmale wie dem Typ-2-Diabetes dienen kann (37). In Zwillingsstudien wur-
de gezeigt, dass Uber 85% der phanotypischen Varianz des Diabetes-Typ-1 auf ge-
netische Faktoren griindet (38,39). Fur sechs Gene/Regionen, besteht eine signifi-
kante Assoziation zur Typ-1-Diabetes Pathogenese. Diese Regionen befinden sich
im Bereich des MHC-Komplexes (Major Histocompatobility Complex), des Insulin-
VNTRs, des CTLA-4 und des PTPN22 Gens. Auch die Genregionen um den Inter-
leukin-2 Rezeptor alpha (IL2RA/CD25) und die Interferon-induzierte Helikase 1 sind
mit der Diabetessuszeptibilitdt assoziiert (40). Der Einfluss dieser Regionen auf die
Diabetespathogenese ist dabei sehr unterschiedlich. Wahrend die Genvariante
1858T des PTPN22 mit einer reduzierten Restfunktion der Betazellen und somit einer
schlechten Stoffwechseleinstellung assoziiert ist (41), spielen viele Gene die eine
Funktion bei der Immunantwort haben (z.B. CTLA-4) ebenfalls eine entscheidende
Rolle. Neue genomweite Assoziationsstudien fanden einen groRen Einfluss fur eine
mehrere Gene umfassende Region auf Chromosom 12 (40,42). In diesem Bereich
finden sich die Gene ERBB3 (Receptor Tyrosine-Protein Kinase erbB-3 precursor,
12q13) und SH2B3/LNK (SH2B Adaptor Protein), TRAFD1 (TRAF-type zinc finger
domain containing 1) und PTPN11 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
11), welche bei 12924 lokalisiert sind. PTPN11 ist hierbei ein interessanter Kandidat
aufgrund seiner Rolle im Immunsystem und bei der Insulinsignaltransduktion (43). Es
kommt aus derselben Familie wie das PTPN22 Gen, das bereits als Suszeptibilitats-

faktor fur Autoimmunerkrankungen bekannt ist (41,44).

1.2.2. Monogene Diabetes-Erkrankungen

Der Maturity-Onset Diabetes of the Young (MODY) stellt eine nicht sehr haufige, je-
doch wichtige Differentialdiagnose des Diabetes im Kindes- und Jugend- sowie im
frihen Erwachsenenalter dar (45). Diese monogene Typ-2-Diabetes-Form (46) wur-
de zum ersten Mal 1974 als eigener Erkrankungstypus beschrieben (47). Es wurden
elf verschiedene MODY-Formen beschrieben. Diese haben einen monogenen Erb-
gang mit autosomal-dominant vererbten Mutationen in Genen gemeinsam, die an der
Regulation der Insulinsekretion aus den Beta-Zellen des Pankreas beteiligt sind (48).
Nur bei einem Teil der Patienten sind ,klassische* MODY -Kriterien direkt nachweis-
bar. Eine Unterscheidung zwischen einem langsam verlaufenden Typ-1-Diabetes

und MODY ist klinisch nicht immer mdglich (45). Bei einem Diabetes mit einem lang-
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samen Erkrankungsverlauf, einem geringen Insulinbedarf und bei negativem Autoan-
tikdrpernachweis sollte eine molekulargenetische Untersuchung bezlglich MODY
eingeleitet werden (49,50). Die Diagnose eines MODY kann durch eine molekularge-
netische Analyse gesichert werden. Als Beweis flr die Diagnose eignet sich der di-
rekte Nachweis der krankheitsverursachenden Mutation (47,51,52). In Europa wurde
eine Inzidenz des monogenen Diabetes von 1-2% beschrieben (52-54). Von den sel-
tenen MODY-Formen (MODY 4 und 6-11) gibt es nur Einzelbeschreibungen (55-60).
Die Pravalenz des MODY und einzelner MODY-Formen variiert je nach Studie und
Untersuchungspopulation (Abb. 1). MODY 3 und MODY 2 sind die haufigsten For-
men und machen mehr als 80% bei Kaukasiern aus (61). Bei MODY im Kindes- und
Jugendalter in Deutschland und Osterreich ist MODY 2 die weitaus haufigste Unter-
gruppe (62). Patienten bei denen keine Mutation nachweisbar ist, aber zumeist ei-
nem MODY 3 ahneln, werden als MODY X bezeichnet (63).

MODY

AN

ot 66% A% <1% 1%
Transcription factors INS CEL MODY X

61% 4% 2% <1% <1%
HNF1A HNF4A HNF1B IPF1 NeuroD1

Abbildung 1: Verteilung der klinisch definierten MODY-Typen (57)
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Factor 1 beta TCF2 q21.3 R faktor: Regulation Ne-
phroentwicklung
Transkriptionsfaktor:
MODY 6 | Neurogenic diffe- Neu- 2032 sehr selten Regulation der Tran-
rentiation factor roD1 q skription des Insulin-
gens
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Tabelle 1: Genetische Merkmale der unterschiedlichen MODY-Typen bei Heterozygotie

(45,55-60,64).




Die in Abbildung 1 dargestellten Prozentsatze basieren auf Gber 1.000 Verweise des
Exeter-Labors fur genetische Tests fur MODY (57). MODY X steht fur Patienten mit
einer klaren klinischen Diagnose eines MODY, ohne eine nachweisbare Mutation in
einem der bekannten Gene. Den elf MODY-Formen liegen Mutationen in Genen zu-
grunde, die flr die Insulinsekretion von Bedeutung sind (Tab. 1). Die haufigsten Mu-
tationen kommen in dem Glucosesensorenzym Glucokinase oder in spezifischen
Transkriptionsfaktoren vor. Diese sind in der Betazelle fUr die Insulinsekretion sowie
die Transkription von Genen fur Glukosetransport und -metabolismus bedeutsam
(Abb. 2).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Regulation der Insulinsekretion der pankreati-
schen Betazelle und Lokalisation der MODY -auslésenden Genmutationen
(45,51).
Glucose wird von einem spezifischen Glucose-Transporter-Protein (GLUT-2) in die
Betazelle des Pankreas transportiert. Das Enzym Glucokinase (assoziiert mit MODY
2) katalysiert den Transfer von Phosphat aus ATP zur Bildung von Glucose-6-
Phosphat. Die Glucokinase hat eine niedrige Affinitat zum Substrat Glucose und zeigt
eine kooperative Reaktionskinetik ohne Endprodukthemmung. Damit fungiert die
Glucokinase in der Beta-Zellen als Glucosesensor (65). Die nachfolgende Erzeugung
von ATP durch Glykolyse und den Citratzyklus fuhrt zu einem Verschluss der ATP-
sensitiven Kalium-Kanale. Dieser folgt die Depolarisation der Plasmamembran und

die Offnung spannungsabhéngigen Calcium-Kanéale. Der Einstrom von extrazellula-

6



rem Calcium und die Mobilisation von Calcium aus intrazellularen Speichern triggert
die Verschmelzung der insulinhaltigen Sekretgranula mit der Plasmamembran und
fuhrt zu einer Freisetzung von Insulin in den Blutkreislauf. Eine Mutation in einem der
Allele des Glucokinase-Gens (MODY 2) ruft eine Reduktion der Glucosesensorfunk-
tion hervor, welche zu einer verminderten Insulinsekretion fihrt. Die MODY-
assoziierten Transkriptionsfaktoren HNF-4a (MODY 1), HNF-1a (MODY 3), IPF-1
(MODY 4), HNF-18 (MODY 5), NeuroD1 bzw. BETA2 (MODY 6), KLF11 (MODY 7)
und PAX4 (MODY9) entfalten ihre Funktionen im Kern der Betazellen und regulieren

unter anderem die Transkription des Insulin-Gens (Abb. 2) (51).

1.3. Relevanz des MODY-Diabetes in einer diabetologischen Praxis

Bei Vorliegen bestimmter klinischer und anamnestischer Kriterien fur einen MODY-
Diabetes (siehe Kapitel 1.4.) sollte eine gezielte molekulargenetische Untersuchung
erfolgen. Die Diagnose MODY kann entscheidende therapeutische und prognosti-
sche Konsequenzen fur den Patienten haben. Bei Patienten mit der Diagnose
MODY-Diabetes sollte in der Regel auch eine Untersuchung von direkten Familien-
angehorigen Uber einen dGC oder eine Blutglucosebestimmung erfolgen. Bei veran-
derten Werten empfiehlt sich eine weiterfihrende genetische Abklarung. Bei unklaren
Veranderungen kann eine Segregationsanalyse sowohl bei gesunden als auch bei
erkrankten Angehdrigen in der Familie durchgefuhrt werden. Eine frihe Erstdiagnose
und ein niedriger BMI kénnen klinische Hinweise fur einen MODY -Diabetes darstel-
len (62). Der Diabetologe kann durch eine genaue Dokumentation der Familienan-
amnese, Erstdiagnose eines Diabetes und das Festhalten des BMI-Indexes eine
rechtzeitige Diagnose der MODY-Form des Diabetes ermdglichen. Durch eine an-
schlieBende molekulargenetische Untersuchung kann dann schon in einem frihen
Stadium eine MODY-Diagnose gesichert werden. Die zusatzliche Durchfihrung einer
Stammbaumanalyse im Rahmen einer genetischen Beratung durch einen Facharzt
fur Humangenetik kdnnte gegenuber der klinisch erfassten Familienanamnese von
Vorteil sein (66). Patienten mit einem MODY 2-Diabetes haben von Geburt aus eine
mafige, nicht progrediente Hyperglykamie. Mikrovaskulare Spatkomplikationen im
Sinne einer diabetischen Retinopathie oder einer diabetogenen Glomerulonephritis
sind selten, eine medikamentdse Therapie ist zumeist nicht erforderlich (67,68). Es
sind allerdings bestimmte Lebensumstande zu berlcksichtigen. Obwohl heterozygote

Glucokinase-Genmutationen einen relativ milden Phanotyp aufweisen (69), sollten



Schwangerschaftsdiabetikerinen regelmaflige Blutglucose-Tests, Kontrolluntersu-
chungen und eine angepasste Ernahrung vornehmen, um ein optimales individuelles
Ergebnis zu erzielen. Zur Behandlung von Schwangerschaftsdiabetes ist eine Insulin-
therapie anzustreben, orale Antidiabetika sind wahrend der Organogenese des Fe-
tus/Embryos zu vermeiden (70,71). Das fetale Wachstum bedarf bei Gestationsdia-
betes besonderer Aufmerksamkeit. Kinder von Frauen mit Glucokinase-Mutationen
sind einem erhohten Risiko von Makrosomien und deren Geburtsfolgen ausgesetzt.
Das Geburtsgewicht wird Uberwiegend vom Genotyp und dem Auftreten mutterlicher
Hyperglykamien bestimmt. Die Vererbung einer Glucokinase-Mutation auf den Fetus
hat ein reduziertes mittleres Geburtsgewicht zur Folge (72). Dies zeigt den grof3en
Einfluss einer fetalen Glucokinase-Mutation auf die Insulinsekretion des Feten und
die gleichzeitige Schwierigkeit, auf mutterlicher Seite eine Hyperglykdmie einzustel-
len. Fetales Insulin als Antwort auf erhéhte mutterliche Glucosekonzentrationen spielt
eine wichtige Rolle fir das Wachstum des Feten. Eine Hyperglykémie bei Frauen mit
Glucokinase-Mutationen hat ein erhohtes mittleres Geburtsgewicht zur Folge (73-75),
wenn der Fetus die Mutation nicht tragt. Patienten mit einer Mutation in den Genen,
die fur die Transkriptionsfaktoren, HNF-1a und HNF-4a kodieren, haben ein progre-
dientes Versagen der Beta-Zellfunktion mit deutlich reduzierter Insulinsekretion zur
Folge. Dies wiederum fuhrt zu Hyperglykdmien und erfordert zumeist eine medika-
mentdse Therapie. Beide Gruppen (MODY 1 und MODY 3) haben ein erhdhtes Risi-
ko, mikrovaskulare Schaden zu entwickeln. Bei MODY 1 und insbesondere MODY 3
sprechen die Betazellen zunachst gut auf Sulfonylharnstoffe an. Sulfonylharnstoffe
binden an eine Untereinheit des ATP-sensitiven Kalium-Kanals und verschlie3en
diesen. Bei progredient nachlassender Insulinproduktion ist eine Insulintherapie an-
zustreben. Patienten mit Mutationen im HNF-1a-Gen weisen phanotypisch eine nied-
rige Schwelle fur die renale Glucosurie auf, wahrend bei HNF-4a-Mutationen niedrige
Lipid- und Lipoproteinwerte gefunden wurden (76). Eine molekulargenetische Unter-
suchung ermoglicht eine Bestatigung der klinischen MODY-Diagnose und unterstitzt
dabei den behandelnden Arzt in der Behandlungsstrategie und verbessert die Prog-
nose der Erkrankung (67,77). Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass bei Mu-
tationen des HNF-4a-Gens neonatale Hypoglykamien mit Hyperinsulinamien in Ver-
bindung mit Makrosomien auftreten. Die Makrosomie bei Kindern von Frauen mit Di-
abetes resultiert aus einer kindlichen Hyperinsulinamie (78-80). Makrosomie-
Sauglinge mit einer transienten oder persistenten hyperinsulinamischen Hypoglyka-



mie, bei denen in der Familienanamnese eine MODY-Mutation vorkommt, sollten auf
eine HNF-4a-Mutation hin untersucht werden (81). Auch ohne familiare Hinweise
empfiehlt sich bei Vorhandensein klinischer Merkmale mit Verdacht auf einen MODY -

Diabetes eine weiterfiihrende genetische Untersuchung (79,82).

1.4. Richtlinien zur molekulargenetischen Analyse

Die ,Arbeitsgemeinschaft Molekularbiologie und Genetik der Deutschen Diabetes-
Gesellschaft (DDG)“ (83) empfiehlt eine molekulargenetische Untersuchung zur
MODY-Abklarung (MODY 1, 2, 3, 4, 5, 6) wenn folgende Indikationskriterien gegeben
sind:
1. Diabetes mellitus nach den ADA-Kriterien (American Diabetes Association)
1997 oder ein Gestationsdiabetes in mindestens 2 Generationen einer
Familie.
2. Manifestation beim Indexfall vor dem 35. Lebensjahr.
3. GAD-negative Antikorper.
4. BMI unter 30.

1.5. Fragestellung der Dissertation

Bei der Suche nach der Ursache fur den Typ-2-Diabetes kam dem MODY-Diabetes
im Laufe der letzten drei Jahrzehnte eine besondere Bedeutung als genetisch deter-
minierter Diabetes zu. MODY wurde anhand der klinischen und anamnestischen
Merkmale als Entitat beschrieben, bevor man die Erkrankung molekulargenetisch
abklaren konnte (47,84). Der Typ-2-Diabetes ist klinisch wie genetisch heterogen.
Dem gegenuber steht ein klarer Vererbungsmodus des MODY-Diabetes mit seiner
hohen Penetranz, einer frihen Manifestation und der zumeist milden Verlaufsform.
Es ist daher das Ziel dieser Studie
(1) in einer unselektierten Diabetes-Patientengruppe einer diabetologischen Pra-
xis anhand anamnestisch und klinisch festgelegter Merkmale (BMI, Erstdiag-
nose, Familienanamnese, siehe Punkt 2.2.1.) nach Mutationen in den Genen
HNF-4a (MODY 1), GCK (MODY 2) und HNF-1a (MODY 3) zu suchen
(2) eine phanotypische Charakterisierung von identifizierten MODY-Falle durch-

zuflhren.



(3) retrospektiv durch die Modulation/Anderung der von uns festgelegten klini-
sche Parameter (siehe Punkt 2.2.1.) zu klaren, wie die entsprechenden Indi-
kationskriterien gewahlt/angepasst werden kdonnen, damit in dem untersuch-
ten Patientenkollektiv eine annahernd 10%-ige Mutationsfrequenz beziglich
des MODY erreicht wird. Diese Simulationen sollen jede Ebene (A bis C) der
von uns angesetzten Indikationskriterien erfassen.

(4) dem praktizierenden Diabetologen zu helfen, im klinischen Alltag Patienten
mit Verdacht auf einen MODY-Diabetes zu identifizieren und eine vereinfachte

zielgerichtete Diagnostik fir MODY 1, 2 oder 3 einzuleiten.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patientenauswahl

Das Patientengut stammt aus einer sudwestfalischen diabetologischen Gemein-
schaftspraxis. Die Auswahl der Patienten wurde an einem Standort durchgefuhrt,
welche durch eine VPN (Virtual Private Network)-Vernetzung Uber einen in der Ge-
meinschaftspraxis gemeinsamen Zugriff auf alle Patienten mit einer Diabetes-

Diagnose ermdoglichte.

2.1.1. Datenerfassung aus der elektronischen Karteifiihrung

In der Gemeinschaftspraxis wurden seit 1997 alle Patientendaten elektronisch (DOC-
Concept, Bamberg, Deutschland) verwaltet. Daten fir alle vor 1997 betreuten Diabe-
tes-Patienten konnten aus handgefuhrten Karteikarten gewonnen werden. Nach
Rucksprache mit dem technischen Dienst des DOC-Concept Programmes wurde ein
Suchauftrag fur alle Patienten mit der Diagnose Diabetes veranlasst. Die Suchfunkti-
on war Uber folgende Fenster des Programmes mdglich:
Statistik->KB-Info->Krankenblattlibersicht->Rubrik->

1. DD-Dauerdiagnose

2. Diagnose

3. Langtext: Diab

Exportieren der Daten in einer Excel-Tabelle:

Die Suchfunktion ergab eine Excel-Tabelle mit 6.683 Patienten-Eintragen, jeweils in
Zeilen geordnet, wobei folgende Daten in den Spalten ausgeworfen wurden:

Name, Vorname, Geburtsdatum, Datum, Langtext (Diagnose), Anzahl, Betrag,
CKuerzel, cbsnr, clanr, cbezkkasse. Aus der Tabelle wurden wegen fehlender Rele-
vanz folgende Spalten entfernt: Anzahl, Betrag, cbsnr, clanr, cbezkasse. Zusatzliche
Spalten wurden der Tabelle hinzugeflgt. Diese enthielten folgende Parameter: Id. Nr.
(elektronische Zuordnungsnummer), Gewicht, GroRe, BMI (kg/m?), Blutdruck
(mm/HG), Raucher: Ja/Nein, Arterielle Hypertonie, Fettstoffwechselstorung, KHK,
AVK, Schlaganfall, Chronische Herzinsuffizienz, Asthma Bronchiale, COPD, keine
Erkrankungen, Serum-Kreatinin (mg/dl), Familienanamnese, Erstdiagnose, Alter bei
Erstdiagnose, Geschlecht, HbA1c-Wert, Datum HbA1c-Wert, OGT/dynamischer Glu-
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cose-Clamp (Glucose nlchtern/Glucose nach 60 min), Insulin ntchtern/Insulin nach
60 min, Tel. Nummer, Gentest (Ja/Nein), DNA-Nummer. Aus der Tabelle wurden die
Doppelnennungen entfernt, ebenso wie alle Patienteneintrage mit einer Diabetes-
Typ-1 Diagnose. Verwertet wurden zur Datenerfassung 2.772 Eintrage mit einer Dia-

betes-Typ-2 Erkrankung oder mit einer ,Verdacht auf Diabetes“-Diagnose.

2.1.2. Erfassung klinischer Parameter

Zuerst wurden die handgefihrten Karteikarten ausgewertet und aus dem DIN A4-
Bogen ,Erst-Dokumentation Diabetes mellitus Typ-2“ die Parameter zur Erstdiagnose
in der Excel-Tabelle eingetragen. Aus dem Bogen wurden folgende relevante Para-
meter in die Tabelle eingetragen: Diagnose (Jahr), KorpergroRe, Korpergewicht,
Anamnese, Blutdruck, HbA1c-Wert und Serum-Kreatinin. Der Bogen ,Erst-
Dokumentation Diabetes mellitus Typ-2“ enthielt ebenfalls Parameter zu Art der Blut-
zuckermessung, Krankenkasse, Arzt, relevante Ereignisse, aktuelle Medikation,
Schulungen und Behandlungsplanung und vereinbarte Ziele. War in der Karteikarte
der Bogen nicht vorhanden, wurde nach dem e-DMP-Bogen im DOC-Concept ge-
sucht, wobei hier die Ersteinschreibung bertcksichtigt wurde. Hat sowohl der Erst-
einschreibungsbogen als auch die Ersteinschreibung im e-DMP Bogen gefehlt, er-
folgte eine telefonische Kontaktaufnahme mit dem Patienten mit den Zielfragen nach
Datum der Erstdiagnose, Korpergréflie und Korpergewicht bei der Erstdiagnose, so-
wie der Anamnese und Familienanamnese. Die Familienanamnese wurde meistens
als freier Text in der Karteikarte und in der elektronischen KarteifUhrung vermerkt, da
ein standardisierter Bogen oder eine bestimmte Stelle im Programm oder in der Kar-
teikarte fur Familienanamnese fehlte. Im DMP-Formular waren in sieben ,Fenstern®
folgende Patienteninformationen aufgelistet: Administrative Daten, Anamnese und
Befunddaten, Relevante Ereignisse, Medikamente, Schulung, Behandlungsplanung.
Der DMP-Bogen wurde sowohl bei der Ersteinschreibung, sowie bei jeder sogenann-
ten ,Recall-Sitzung“ (vierteljahrliche Untersuchung) ausgefiillt. Aus der Unterteilung
~LAnamnese und Befunddaten®, ,Relevante Ereignisse®, wurden folgende Parameter
in die Excel-Tabelle aufgenommen: Korpergrofle (m), Korpergewicht (kg), Blutdruck
(mm/Hg), arterielle Hypertonie, Fettstoffwechselstorung, KHK, AVK, Schlaganfall,
Chronische Herzinsuffizienz, Asthma bronchiale, COPD, keine erkannten Erkrankun-

gen, Serum-Kreatinin (mg/dl), HbA1c-Wert. Die restlichen Parameter wurden aus den
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Labordaten aufgenommen, die ebenfalls in elektronischer Form im DOC-Concept
gespeichert waren, wobei die Werte chronologisch und alphabetisch geordnet wur-

den.

2.2. Studienteilnahme

Alle Patienten mit einer endgultigen Diagnose des Diabetes mellitus Typ-2 oder
Schwangerschaftsdiabetes wurden nach der Erstdiagnose, BMI-Wert bei der Erstdi-
agnose und Familienanamnese selektiert. Drei Patienten mit Diabetes Typ-1 ohne
Autoantikorper wurden ebenfalls in die Studie aufgenommen. Es wurden alle Patien-
ten, die zum Zeitpunkt der Erhebung unter 70 Jahre alt waren in Betracht gezogen

(ausgenommen zwei Patienten’).

2.2.1. Klinische Merkmale

Entsprechend den ,Empfehlungen zur molekulargenetischen Diagnostik bei Verdacht
auf MODY*, die von der ,Arbeitsgemeinschaft Molekularbiologie und Genetik der
Deutschen Diabetes-Gesellschaft (DDG)“ empfohlen sind (83) und den aktuell verof-
fentlichen Studien (31,52), wurden die klinischen Parameter als Voraussetzung fur
eine molekulargenetische MODY-Untersuchung festgelegt. Diabetespatienten (Dia-
betes Typ-1, Diabetes Typ-2 und Schwangerschaftsdiabetes) bei welchen nicht mehr
als ein Autoantikérper (GAD-AKk, IA2-, Insulin-Ak, Inselzell-Ak) nachgewiesen wurde,
sollten mit Verdacht auf erblichen Diabetes weiter nach folgenden Kriterien unter-
sucht werden:
A. Krankheitsbeginn unter 26 Jahren (ED<26).
B. Krankheitsbeginn zwischen 26 und 36 Jahren, zusatzlich ein schlanker Ha-
bitus (BMI<26) oder ein Elternteil oder Kind an Diabetes erkrankt.
C. Krankheitsbeginn egal, schlanker Habitus (BMI<26), zusatzlich ein Eltern-
teil oder Kind an Diabetes erkrankt (Typ-1-Diabetes oder Typ-2-Diabetes).

! Altersgrenze wurde nach Beginn der Studie festgelegt
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2.2.2. Eintrag im Recallsystem

Waren die obengenannten Voraussetzungen fur einen Verdacht auf einen erblichen
Diabetes erfllt, erfolgte die Kontaktaufnahme und Aufklarung Uber eine medizini-
sche Indikation der genetischen Untersuchung bei allen ausgewahlten Patienten. Die
Patientendaten wurden in einem fur diesen Zweck entworfenen Auftrags-Bogen: Auf-
trag Gentest ,erblicher Diabetes (MODY)“ (Formular ist unter Punkt 7 dargestellt)
eingetragen. Dieser wurde vor der Blutenthahme vollstandig ausgefillt und an das

Labor zusammen mit der EDTA-Blutprobe geschickt.

2.2.3. Patientenaufklarung und Einbestellung

Die Probanden wurden Uber die fur die weiteren Untersuchungen und Auswertungen
notwendige einmalige vendse Blutentnahme ordnungsgemal aufgeklart, wobei je-
dem Patienten eine bewusst freiwillige Entscheidung fur die Blutentnahme und die

nachfolgende Auswertung zugrunde lag.
2.2.4. Auftrag fur die genetische Untersuchung

Die Blutentnahme erfolgte aus einer der Venen der Ellbeuge (V. Cephalica, V. medi-
ana cubiti, V. basilica) oder in seltenen Fallen aus oberflachlichen Venen des
Handrlckens. Die Blutentnahme erfolgte in den ersten vier Wochen in 2 x 2mI-EDTA
Roéhrchen und wurde danach auf 1x9ml EDTA Rdhrchen (Sarstedt Monovette) um-
gestellt. Dabei wurde das entnommene Blut fur 10 Minuten zentrifugiert (3000
U/min), und 1ml gewonnenes Serum zusatzlich in ein Kryoréhrchen abgeflllt. Die
EDTA- und Kryoréhrchen wurden anschlieend mit Name und Geburtsdatum des
Patienten gekennzeichnet. Dabei wurde das entnommene vendse Blut nach Mog-
lichkeit am selben Tag, spatestens aber am darauffolgenden Werktag an das Labor

per Post geschickt.
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2.3. Material und Methoden

2.3.1. Der ,,dynamische Glucose-Clamp*“ (dGC)

In der Praxis wurde eine Methode weiterentwickelt und angewendet, mit der eine di-
abetologische Stoffwechselstérung in einem frihen Stadium der Erkrankung identifi-
zierbar ist (85-87). Dabei wurde nicht nur der pra- und postprandiale Blutglucosewert
erhoben, sondern gleichzeitig der Nuchterninsulinwert und der Insulinwert postpran-
dial bestimmt, um Rulckschlisse Uber die Insulin-Eigenproduktion der Bauchspei-
cheldrise und eine Insulinresistenz ziehen zu kdnnen.
Bei der dGC-Untersuchung kann das Ergebnis wie folgt eingeteilt werden:

1) normaler Blutzucker nichtern wie postprandial bei normalen Insulinen nich-

tern wie postprandial = kein Diabetes

2) normaler Blutzucker nuchtern wie postprandial bei normalem Nuchtern-Insulin
aber erhohtem postprandialem Insulin = Insulinresistenz (erhdhter Insulinbe-
darf)

3) normaler Blutzucker nichtern und erhdhter postprandialer Blutzucker bei nor-

malem Nuchtern-Insulin aber erhdhtem postprandialem Insulin = Insulinresis-
tenz (fortgeschrittener Zustand, Beginn einer Betazellbelastung)

4) erhohter Blutzucker nichtern und erhdhter postprandialer Blutzucker bei er-
hohtem Nuchtern-Insulin und erhdhtem postprandialem Insulin = Insulinresis-
tenz (Betazellbelastung, Ubergang zum Insulindefizit/ Diabetes mellitus)

5) erhohter Blutzucker nichtern und stark erhdhter postprandialer Blutzucker bei
erniedrigten Insulin-Spiegeln = Insulindefizit (Betazellfunktionsverlust, Diabe-
tes mellitus)

Patienten mit unauffalligen Glucosewerten aber erhdhten Insulinwerten haben eine
Insulinresistenz und damit das Risiko einen Diabetes mellitus zu entwickeln. Damit
wird es moglich, sowohl bei Ubergewichtigen Normalpatienten als auch bei Kindern
und Schwangeren Uber die objektive Insulinkonzentration im Blut eine sichere Insu-
linresistenz (IRS)-Diagnose zu stellen. Die Inssulinresistenz stellt bereits einen eige-
nen Risikofaktor fur die Entstehung einer Arteriosklerose mit den Folgen eines
akuten Myokardinfarkts oder Schlaganfalls dar (87). Eine Insulinresistenz ist gekenn-
zeichnet durch Normoglykamie, die unterhalten wird durch eine Hyperinsulinamie
(88). Die Insulinresistenz mundet als chronisch-progrediente Stoffwechselstorung

haufig in einen Typ-2-Diabetes. Da diese Stoffwechselstorung oftmals lange vor der
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Manifestation eines Diabetes besteht, leiden betroffene Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung haufig bereits an mikro- oder makrovaskulare Komplikationen (89).
Eine erste Studie weist darauf hin, dass der dynamische Glucose-Clamp (dGC) als
Frihdiagnose eines Typ-2 Diabetes zu einer deutlichen Verbesserung der CVD-
Prognose fihrt und Erblindungen, Amputationen und Dialysepflichtigkeit verhindern
kann (85). Bei dem dGC werden zuerst nuichtern der Glucosewert und der Insulinwert
bestimmt. Der Patient wird aufgeklart, Uber Nacht vor dem Test nlchtern zu bleiben
bzw. zwdlf Stunden vor dem Test nichts mehr zu essen. Auf eine etwaige Insulinein-
nahme vor oder wahrend des Frihstlcks wird verzichtet. Mit Ausnahme von Glitazo-
nen (z.B. Actos, ein Pioglitazon) werden alle Blutzuckermedikamente am Vorabend
ausgesetzt. Der Patient bekommt ein genau berechnetes Frihstick mit 80g Weil3-
brot, 25g Marmelade, 2 Scheiben Kase, 25g Butter und 1-2 Tassen Kaffee (ohne
Milch). Dieses enthalt zusammengenommen 80g Kohlenhydrate, 20 g Fett und 20g
Eiweil3. Nach dem Fruhstlck wartet der Patient eine Stunde, dann wird erneut veno-

ses Blut abgenommen in dem Glucose und Insulin bestimmt werden.

2.3.2. Molekulargenetische Untersuchung

Aus Blutproben wurde die genomische DNA unter Verwendung des Puregene Kit
nach SOP_M_genome DNA-Puregene oder einer gleichwertigen in Haus Methode
extrahiert. AnschlieRend wurden die Exonbereiche, zusammen mit den 5°- und 3'-
flankierenden Intronbereichen der zu untersuchenden Gene - in der Regel mindes-
tens 20 Basenpaare - mit Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Dann erfolg-
te mittels einzelstrangiger Sequenzierung die Untersuchung auf Vorhandensein von
Sequenzvariationen. Zur Detektion groRerer ein oder mehrere Exons umspannender
Duplikationen/Insertionen oder Deletionen wurde zusatzlich eine Multi Ligation Probe
Assay-Analyse (MLPA) durchgefuhrt. Mithilfe beider Analysen wurden alle von den
bisher publizierten Referenz-Sequenzen abweichende Einzelbasenaustausche und
Sequenzbereiche erfasst und anschlieRend auf ihren Zusammenhang mit Diabetes-

Erkrankungen oder der genetischer Pradispositionen hin ausgewertet.
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2.3.3. Laborbericht

Die Laboranalysen wurden in einem detaillierten Bericht zusammengefasst, der ne-
ben probenspezifischen Daten keine personenbezogenen Informationen umfasst.
Zusatzlich wurde ein zusammenfassender Befundbericht mit personenbezogenen
Daten, der die Analyseergebnisse in den medizinischen Kontext setzte, erstellt.
Der erhaltene Laborbericht enthielt folgende Angaben:

1. Bezeichnung der Untersuchung (Komplett-Sequenzierung und MLPA
Analyse)
Bezeichnung der Probe durch die laborinterne Probennummer
Datum der Blutabnahme
Datum Eingang Labor

Untersuchungsergebnis und dessen biomedizinische Interpretation

2

Die festgestellten Abweichungen der Sequenzanalysen von der Referenz-

sequenz (,variants®)

7. Bei MLPA-Analysen jede Abweichung von der erwarteten Peakflache um
mehr als 30%

8. Diskussion der moglichen Krankheitsassoziationen der in 6. und 7. ge-

nannten Abweichungen sofern sie keine Polymorphismen darstellten.

Gennomenklatur

Fur die Nomenklatur von Abweichungen im Vergleich zur Referenzsequenz wurden
die Richtlinien der Human Genome Variation Society HGWS (90) Gbernommen. Be-
ricksichtigt wurden die allgemeinen Empfehlungen sowie die Kennzeichnungsvorga-
ben fur DNA und Proteine. In den Laborberichten wurden die Namen der untersuch-

ten Gene entsprechend der genspezifischen SOP genannt (Tab. 2).
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Approved Gene Name Hauptsymbol | Synonym 1 | Synonym 2
Hepatocyte Nuclear Factor 4, alpha HNF-4a MODY 1 TCF14
Glucokinase (Hexokinase4) GCK MODY 2
HNF1 homebox A HNF-1a MODY 3 TCF1
HNF2 homebox B HNF-13 MODY 5 TCF2

Tabelle 2: Gennomenklatur nach HGVS

Interpretation der Analyseergebnisse

Die Interpretation der Untersuchungsergebnisse durch das Labor erfolgte vor dem
Hintergrund der angefragten Analyse, der Ergebnisse der Probeneingangskontrolle,
der Plausibilitatsprifung der Laborergebnisse, ihrer technischen Validierung sowie
der verfligbaren wissenschaftlichen Literatur. Sie bezog sich im Wesentlichen auf die
Bewertung von gefundenen Sequenzabweichungen der untersuchten Gene, sowie

deren mogliche Relevanz fur das Auftreten einer Erkrankung.

Literaturrecherche

Zur Interpretation gefundener Mutationen wurde unter Verwendung der gangigen
Genbezeichnung und der Ublichen Nomenklatur eine Recherche bei Google und
~,PubMed* (http://www.nbci.nlm.nih.gov/pubmed/) durchgeflihrt und auf der Checkliste
unter ,Bewertung“ vermerkt. AnschlieRend wurde nach einem Eintrag in o6ffentlich
zuganglichen Datenbanken gesucht. Auflistungen von LSDBs (Locus Specific Data
Bases) wurden aus folgenden Seiten enthommen:

-HGMD (Cardiff) - http://www.hgmd.cf.ac.uk/docs/oth_mut.html

-HGVS - http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html

In den jeweiligen genspezifischen SOPs wurden relevante Daten fur die untersuch-

ten Gene genannt und auf der Checkliste unter ,Bewertung® eingetragen.
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Angabe der im Laborbericht verwendeten Literatur

Zitate wurden aus ,PubMed” entnommen. Fur die biomedizinische Bewertung, Inter-
pretation und Angabe der Laborergebnisse im Laborbericht galten die folgenden
Vorgaben:

-Ist eine Mutation in der Literatur nicht beschrieben, wurde sie als ,Unknown Va-
riant” (UV) bewertet.

-ist die Mutation beschrieben, ihre Auswirkungen jedoch nicht klar, wurde die Mutati-
on mit ,Unknown Significance® bewertet und die gefundene Literatur diskutiert.

-Ist die Mutation und deren Auswirkung beschrieben, wird die Interpretation aus der

Literatur Gbernommen, dabei aber kritisch Uberpruft.

Erstellung der Laborberichte

Die Laborberichte wurden mit Hilfe des Programms SeqPilot (Kippenheim, Deutsch-
land) generiert. Durch das vorgegebene Layout des Berichts ist sichergestellt, dass
alle wichtigen Angaben enthalten sind. Die Bewertung einer Abweichung wird als
Text (external info) an der Position der Abweichung gespeichert und automatisch in
den Bericht eingefugt. Bei den MLPA-Analysen wurden die untersuchten Gene und
Exons aufgelistet und die Peakflachen graphisch den Kontrollgruppen gegentberge-
stellt. Prifung und Freigabe des Laborberichtes erfolgten durch den arztlichen Leiter

des Labors oder einen qualifizierten wissenschaftlichen Mitarbeiter (91).

Archivierung von Laborberichten und Analysedaten

Alle relevanten Befunde und Unterlagen werden mindestens fur die nach Berufsrecht

vorgeschriebene Dauer von zehn Jahren nach Abschluss der Analyse aufbewahrt.
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2.3.4. Segregationsanalyse

Bei abklarungsbedurftigen identifizierten Sequenzveranderungen wurde eine Segre-
gationsanalyse durchgeflhrt. Ziel einer Segregationsanalyse ist es, aufgrund der in
der Familie genetisch diagnostizierten Veranderungen einen moglichen Vererbungs-
gang zu identifizieren. Dabei werden sowohl kranke als auch gesunde Verwandte
des Patienten mit der identifizierten Veranderung untersucht. In unserer Untersu-
chung wurden die Patienten zuerst auf eine diabetische Stoffwechselstérung hin un-
tersucht. Mit Hilfe des dGC wurden die Insulin- und Glucosekonzentrationen nichtern
und postprandial sowie der HbA1c-Wert bestimmt. Die Einwilligung des Patienten
(siehe 7.4.2.), Blutentnahme und Versand der Blutprobe geschah analog zu einer
molekulargenetischen Untersuchung, mit dem Unterschied, dass die molekulargene-

tische Untersuchung sich auf die jeweilig zu identifizierende Mutation beschrankte.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Prasentation der Patienten

Insgesamt wurden 2.772 Patienten, 1.435 (51,76 %) Manner und 1.337 (48,23%)
Frauen, in die Studie aufgenommen (Abb. 3a). Von den 2.772 untersuchten Patien-
ten bestand bei 855 (30,84%) ein ,Verdacht auf Diabetes®, bei 1.917 (69,15%) Pati-
enten bestand die Diagnose ,Diabetes”. Die 855 Patienten mit ,Verdacht auf Diabe-
tes“ wurden nicht weiter fur die genetische Praselektion in Betracht gezogen (Abb
3b).

Patientenverteilung Selektion nach
Gesamt % Diagnose %
® Madnner = Frauen ® Kein Diabetes ® Diabetes

Abbildung 3 (a, b): Verteilung der Gesamtpatienten nach Geschlecht und Diabetes/
nicht Diabetes

Von den 1.917 Probanden mit Diabetesdiagnose waren 41 verstorben (24 Manner,
17 Frauen). Von den 1.876 zum Untersuchungszeitpunkt lebenden Patienten haben
1.842 (98,18%) Diabetes-Typ-2, 31 Gestationsdiabetes (1,65 %) und 3 (0,15%) Dia-
betes-Typ-1 ohne Antikorper (GAD, IA2, Insulin, Inselzell) (Abb. 4a). Die 1.876 unter-
suchten Patienten wurden dem Alter nach folgendermalen aufgeteilt (Bezugsdatum
war der 21.5.2010) (Abb. 4b):

11 Patienten (0,58%) waren unter 26 Jahre, 59 (3,14%) zwischen 26 Jahre und 36
Jahre, 841 (44,82%) zwischen 37 Jahre und 70 Jahre und 965 (51,27%) Uber 70
Jahre alt. Fur die genetische Untersuchung wurden, bis auf zwei Ausnahmen nur

Patienten unter 70 Jahren in Betracht gezogen.
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Verteilung der Patienten
nach Diabetes-Typ

3 31

H Diabetes Typ 2 M Gestationsdiabetes

H Diabetes Typ 1 ohne AK

a.

Verteilung der Patienten

nach Alter
B Anzahl: n Agzsashli
841
M Anzahl: B Anzahl:
59 11
Alter (Jahre):
H<26 Hvon26bis36 ®von37-70 m>70
b.

Abbildung 4 (a, b): Selektion der Patienten nach dem Diabetes-Typ und Alter (n=1876)

3.1.1. Beschreibung der 913 Patienten fur die MODY-Praselektion

Von den vorselektierten 1.876 Patienten waren 911 Patienten weniger als 70 Jahr alt

und konnten somit fir die weitere Auswahl in der Studie beibehalten werden. Zwei

Patienten wurden zusatzlich aus der Altersgruppe Uber 70 Jahre in die Studie mit

einbezogen (siehe Punkt 3.1.). Insgesamt ergab sich ein verbleibendes Patientenkol-
lektiv von 913 Patienten, 496 (54,32%) Manner und 417 (45,67%) Frauen (Abb. 5a).

Fur die Diabetes-Diagnose wurden 304 Patienten zusatzlich mit dem dGC auf Diabe-

tes untersucht (Abb. 5b).

Prozentuale Verteilung nach
Geschlecht

W Weiblich

W Mannlich

a.

Untersuchung des Diabetes
mit dGC

mdGC m kein dGC

b.

Abbildung 5 (a, b): Verteilung der 913 Patienten nach Geschlecht und Diagnosestellung mit

dem dGC
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Dem Alter bei Erstdiagnose Diabetes nach geordnet ergab sich folgende Verteilung
der 913 Patienten (Abb. 6a, 6b):

27 Patienten (3%) hatten eine Erstdiagnose im Alter zwischen 11 und 26 Jahren (7
mannlich, 20 weiblich).

100 Patienten (11%) hatten eine Erstdiagnose im Alter zwischen 26 und 36 Jahren
(36 mannlich, 64 weiblich).

Eine Erstdiagnose im Alter von mehr als 36 Jahren hatten 786 Patienten (86%) (453
mannlich und 333 weiblich) (Abb. 6).

Verteilung der Patienten nach Verteilung der Patienten nach
BMI Erstdiagnose

2%

0,
2%__ BED<26 MW 26<ED<36 M36<ED

3%

HBMI<26 W 26<BMI<36
H 36=BMI=<46 BMI >46

a.
B BMI>26(ohne Wert) B nicht beschrieben

Abbildung 6 (a, b): Prozentuale Verteilung nach BMI und Alter bei Erstdiagnose der 913
untersuchten Patienten

Das aus 913 Personen bestehende Patientenkollektiv wurde nach BMI und Ge-
schlecht verteilt/ausgewertet (Tab. 3):

126 Patienten, 58 mannlich und 68 weiblich, hatten einen BMI<26. Der Mittelwert des
BMI-Indexes betrug 24,0 bei Mannern und 23,7 bei Frauen, 23,8 gemischt die Mittel-
abweichung war 1,4.

496 Patienten, davon 286 mannlich und 210 weiblich, hatten einen BMI zwischen 26
und 36. Der Mittelwert des BMI-Indexes betrug 30,4 bei Mannern und 29,9 bei Frau-
en, 30,2 gemischt mit einer Mittelabweichung von 2,2.

143 Patienten, 61 mannlich und 82 weiblich hatten einen BMI zwischen 36 und 46
Der Mittelwert des BMI-Indexes betrug 39,5 bei Mannern und 37,6 bei Frauen, 37,2

gemischt mit einer Mittelabweichung von 11,1.
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20 Patienten, davon 6 mannlich und 14 weiblich hatten einen BMI grésser als 46. Der
Mittelwert des BMI-Indexes betrug 49,0 bei Mannern und 49,4 bei Frauen, 49,3 ge-

mischt mit einer Mittelabweichung von 2,3.

Bei 19 Patienten wurde ein BMI Uber 26 dokumentiert jedoch ohne weitere Angaben

zu Gewicht und KorpergroRe. Bei 109 Patienten war aufgrund fehlender Angaben

der BMI nicht berechenbar (Tab. 5). Die Berechnung/Auswertung der Mittelwerte er-
folgte mit Office 2010.

Patienten R - Mittelwert Mittelwert Mittelwert ins- Abweichung
BMI-Wert Insgesamt Mannlich | Weiblich BMI Manner BMI Frauen gesamt Mittelwert
BMI<26 126 58 68 24,0 23,7 23,8 1,4
26<BMI<36 496 286 210 30,4 29,9 30,2 2,2
36<BMI<46 143 61 82 39,5 37,6 37,2 11,1
BMI >46 20 6 14 49,0 49,4 49,3 2,3
BMI>26
(ohne Wert) k. U e
nicht be-
schrieben 109

Tabelle 3: Verteilung der Patienten nach BMI und Geschlecht

Die erfassten Co-Morbiditaten sind in Tab.4 zusammengefasst und in Abb.7 gra-

phisch dargestellt.

Ja Nein Nicht _klassifi-
ziert
Raucher 56 536 321
Arterielle Hypertonie 466 161 286
Fettstoffwechselstorung 142 452 319
KHK 55 539 319
AVK 588 320
Schlaganfall 586 321
Chronische Herzinsuffizienz 590 321
Asthma 584 321
COPD 35 556 322
Keine Krankheiten 118 508 287

Tabelle 4: Gefiihrte Co-Morbiditaten der 913 untersuchten Probanden
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Verteilung der Krankheiten
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Abbildung 7: Verteilung der Krankheiten (n=913)

3.1.2. Prasentation der praselektierten Patienten mit Verdacht auf MODY

Von dem aus 913 Patienten bestehenden Patientenkollektiv wurden 174 (19,05%)
Patienten mit einem ,Verdacht auf erblichen Diabetes“ flir die genetische Untersu-
chung vorselektiert. Das untersuchte Patientenkollektiv wurde nach den in 2.2.1 an-

gefuhrten Indikationskriterien folgendermaflen weiter unterteilt (Tab. 5):

A. Krankheitsbeginn unter 26 Jahren (ED<26):
30 Patienten (5 mannlich, 25 weiblich)

B. Krankheitsbeginn zwischen 26 und 36 Jahren (26<ED<36), zusatzlich ein
schlanker Habitus (BMI<26) oder ein Elternteil oder Kind an Diabetes erkrankt:
61 Patienten (27 mannlich, 34 weiblich)

C. Krankheitsbeginn egal, schlanker Habitus (BMI<26), zusatzlich ein Eltern-
teil oder Kind an Diabetes erkrankt (Typ-1-Diabetes oder Typ-2-Diabetes):
46 Patienten (22 mannlich, 24 weiblich)
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Anzahl Gesamt 30 61 46

(mannlich/weiblich) 5 25 27 34 22 24

Tabelle 5: Einteilung der MODY préselektierten Félle nach Indikationskriterien (Anzahl=137)

137 Patienten erflllten die von uns festgelegten Indikationskriterien. Die restlichen 37
Patienten erfullten jeweils nur annahernd die von uns gefuhrten Indikationskriterien,
d.h. diese wurden aufgrund fehlender oder mangelnder Information Uber die Famili-
enanamnese oder einer ungenaueren Ubermittlung des Korpergewichts zum Zeit-
punkt der Erstdiagnose, fur eine molekulargenetische Untersuchung empfohlen. Da-
bei erfullten 12 Patienten annahernd die Indikationskriterien der Gruppe B mit Abwei-
chung in der Familienanamnese (keine Familienanamnese oder Diabetes kommt in
der Familie bei Bruder, Schwester, GroRmutter, GroRvater, Onkel, Tante, Cousine
vor) bzw. BMI und 25 Patienten erfullten annahernd die Indikationskriterien der
Gruppe C die ebenfalls Abweichungen in der Familienanamnese (z.B. Diabetes
kommt in der Familie bei Bruder, Schwester, Gromutter, Gro3vater, Onkel, Tante,
Cousine) oder BMI (BMI<42).

3.1.3. Prasentation der genetisch untersuchten Probanden

Von den 174 Patienten mit einem Verdacht auf erblichen Diabetes haben 90 die ge-
netische Untersuchung in Anspruch genommen. Das aus 90 Personen bestehende
genetisch untersuchte Patientenkollektiv lasst sich nach den Indikationskriterien fol-

gendermalden unterteilen (Tab. 6):

A. Krankheitsbeginn unter 26 Jahren (ED<26).
18 Patienten (1 mannlich, 17 weiblich)

B. Krankheitsbeginn zwischen 26 und 36 Jahren (26<ED<36), zusatzlich ein
schlanker Habitus (BMI<26) oder ein Elternteil oder Kind an Diabetes erkrankt:
27 Patienten (9 mannlich, 18 weiblich)

C. Krankheitsbeginn egal, schlanker Habitus (BMI<26), zusatzlich ein Eltern
teil oder Kind an Diabetes erkrankt (Typ-1-Diabetes oder Typ-2-Diabetes).
25 Patienten (11 mannlich, 14 weiblich)
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Anzahl Gesamt 18 27 25

(mannlich/weiblich) 1 17 9 18 11 14

Tabelle 6: Einteilung der MODY untersuchten Falle nach Indikationskriterien (Anzahl=70)

70 Patienten erflllten die von uns festgelegten Indikationskriterien. Die restlichen 20
Patienten erflllten nur teilweise die von uns festgelegten Indikationskriterien und
wurden fur eine molekulargenetische Untersuchung empfohlen. Diese zeigten fol-
gende klinische Merkmale annahernd den Indikationskriterien der Gruppen B und C:
- 4 Patienten (1 mannlich, 3 weiblich) erflllten eher die Indikationskriterien der Grup-
pe B mit einem Krankheitsbeginn zwischen 26 und 36 Jahren (26<ED<36), zusatz-
lich eine Diabetes Erkrankung in der Verwandtschaft (Gromutter, Gro3vater) oder
einen BMI<28.

-16 Patienten (8 mannlich, 7 weiblich) erflllten eher die Indikationskriterien der Grup-
pe C mit einem BMI<42, zusatzlich eine Diabetes-Erkrankung in der Verwandtschaft

(GroBmutter, GroRvater, Bruder, Schwester, Couseng, Cousine, Tante, Onkel)
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3.2. MODY-Veranderungen

Alle 90 Patienten wurden genetisch auf MODY 1, 2 und 3 untersucht. Die erfassten
MODY-Veranderungen sind in Tab.7 zusammengefasst. Insgesamt konnten 8
MODY-Mutationen identifiziert werden (8,88%).

Abkurzungen fur die Interpretation der Mutationen:

PoDV - krankheitsassoziierte Sequenzveranderung (Possibly Disease Associated

Variant)

DV - abklarungsbedurftige, nicht-klassifizierbare, moglicherweise krankheits-

assoziierte Sequenzveranderung (Disease Variant)

PrDV — abklarungsbedurftige, eher krankheitsassoziierte Sequenzveranderung

(Predicted Disease Variant)

Erst Insu-
diag Glu- lin
ag- cose/
Ge- Al- Ins0/
sch. | Vver Diabe- | "% | ter dGC | ns1 | HbAtc Familien- Inter-
Nr. inde- se BMI (mg/ . pretati-
(m/ tes-Typ pu/ bei ED Anamnese
rung (Jah di) on
w) ml
re)
Gesta-
1 w Mgg}’.,h tionsdi- | 25 | 28 | 28 | 88172 L%’%’ 5,5 keine PoDV
P abetes ’
Mody 1 Diab-
2. w c.358+2T> | Typ-1o. 18 22 28,7 11,2 keine PrDV
C Ak
Gest./ GroRva-
3 | w | Mody2 | pop | 24 | 48 | 209 | 9800 | A5 57 | ter/Mutter/Sohn | PrDV
p.V455E 35,6
Typ-2 Typ2
Va-
Mody 2 .
Diab. ter/Tante/GroR-
4. w c.209- Typ-2 42 48 22 150 6,9 mutter viterl. PoDV
8G>A
Typ-2
Mody 2 Diab Mut-
5. w c.209- T _2' 40 57 26,2 107 6,5 ter/Schwester PoDV
8G>A yp Typ-2
Mody 2 Diab. Mutter/Vater/
6 w b.E112K Typ-2 52 61 | 251 | 110 6,3 Typ-2 PoDV
Mody 3 Diab. 15,6/ Tochter/Sohn/
7 w p.N614I Typ-2 33 35 | 474 | 88/92 | L7 5,9 Typ-2 PoDV
. Vater/Schwester/
g. | m | Mogy3 | Diab | 39 | 46 | 26 | 139 6,5 GroRmutter DV
P- M vaterl.Typ-2

Tabelle 7: Zusammengefasste Darstellung der MODY-Veranderungen (n=8)
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Die 90 untersuchten Patienten wurden nach dem im Punkt 2.2.1. fur die Studie fest-
gelegten Indikationskriterien selektiert. Insgesamt waren es 70 Patienten, die diese
Indikationskriterien erfullten. In diesem Kollektiv (70 Patienten) wurden sieben
MODY-Mutationen (10%) in folgenden Gruppen identifiziert (Tab. 8):
A. Krankheitsbeginn unter 26 Jahren (ED<26):
In dieser Gruppe konnten drei MODY-Mutationen - Patient Nr. 1, 2
(MODY 1) und Patient Nr. 3 (MODY 2) — identifiziert werden.
B. Krankheitsbeginn zwischen 26 und 36 Jahren (26<ED<36), zusatzlich ein
schlanker Habitus (BMI<26) oder ein Elternteil oder Kind an Diabetes erkrankt:
In dieser Gruppe konnte eine MODY 3 Mutation (Patient Nr. 7) identifiziert
werden.
C. Krankheitsbeginn egal, schlanker Habitus (BMI<26), zusatzlich ein Elternteil
oder Kind an Diabetes erkrankt (Typ-1-Diabetes oder Typ-2-Diabetes):
In dieser Gruppe konnten drei MODY-Mutationen - Patient Nr. 4, 6
(MODY 2) und Patient Nr. 8 (MODY 3) — identifiziert werden.

A B C
Anzahl Patienten 18 27 25
(mannlich/weiblich) 1 17 9 18 11 14
MODY-Mutationen 3 1 3
(Gesamt)

Tabelle 8: Verteilung der MODY-Mutationen in den A, B, C-Gruppen (n=7)
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3.2.1. MODY 1 Mutationen

Die Mittelwerte und Mittelabweichungen des BMI-Indexes, des Alters bei Erstdiag-
nose sowie der Zeitspanne zwischen Erstdiagnose Diabetes und der von uns ge-

troffenen Diagnose MODY 1 sind in Tabelle Nr. 9 aufgelistet:

MODY 1 Patienten, Anzahl (n) =2
Mittelwert BMI 28,35
Abweichung Mittelwert BMI 0,35
Mittelwert Alter Erstdiagnose (Jahre) 21,5
Abweichung Mittelwert Erstdiagnose (Jahre) 3,5
Mittelwert Zeitspanne nach Erstdiagnose (Jahre) 3,5
Abweichung Mittelwert Zeitspanne nach Erstdiagnose (Jahre) 0,5

Tabelle 9: Mittelwerte und Mittelabweichungen der MODY 1 Patienten (n=2)

Bei zwei Patienten wurde eine genetische Veranderung des HNF-4a-Gens festge-

stellt:

Patient Nr. 1, MODY 1, HNF-4a-Gen p.R317H

Der erste MODY 1-Patient mit einer nachgewiesenen genetischen Veranderung zeig-
te folgende Untersuchungsergebnisse:

Abklarungsbedurftige, mdglicherweise krankheitsassoziierte Sequenzveranderung
HNF-4a (Hepatocyte Nuclear Factor 4, alpha; MODY 1; TCF14), Exon 8, c.950G>A
(p-R317H; p.Arg317His) heterozygot.

Geschlecht weiblich, geb. 1982, Gestationsdiabetes; Erstdiagnose 25 Jahre;
BMI=28; Familienanamnese-unauffallig; dGC-Test: Glucose - 88/172mg/dl, Insulin -
13,8/96,5 yU/ml; HbA1c-Wert: 5,5%.

Patient Nr. 2, MODY 1, HNF-4a-Gen ¢.358+2T>C

Der zweite MODY 1-Patient mit einer nachgewiesenen genetischen Veranderung
zeigte folgende Untersuchungsergebnisse:

Wabhrscheinlich krankheitsassoziierte Sequenzveranderung HNF-4a (Hepatocyte Nu-
clear Factor 4, alpha; MODY 1; TCF14) Intron 3, ¢.358+2T>C heterozygot.
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Geschlecht weiblich, geb. 1987; Diabetes-Typ-1 (ohne Antikdérper), Erstdiagnose im
Alter von 18 Jahren, BMI=28,7, keine positive Familienanamnese, HbA1c-Wert:
11,2%.

p-T130I-Polymorphismus

Folgende Patienten wiesen eine p.T130I Variante des MODY 1 Gens auf (Tab. 12):

Ge- Gluco- Insulin
Alter HbA1c
Pat. | schle | gy | Diabetes-Typ | Erstdi- | A" | BmI se/ InsO/" | (/) bei Fam.
Nr. cht agnose ter dGC Ins1 ED Anamnese
(miw) 9 mg/dl | pU/ml
1. w | 34 | Gestat.Diab. | 35 37 | 34 | ewss | L7 5,5 VEETHOITE NS
30,7 Typ-2
2. w | 29,4 | Diab.-Typ-2 26 50 | 29,4 | 237/299 i‘:’ 6,6 Tante-Typ-2
. 9,7/
3. w | 231 | Diab.-Typ-2 42 52 | 231 | 1531259 | ¢ 6,2 Mutter-Typ-2
Gestat. Diab/ 5,7/
4. w258 | e 21 59 | 258 | 128/261 | i 7,3 Mutter-Typ-2
. 7,9/ Mutter/Briider/
5. m | 291 | Diab.-Typ-2 42 56 | 29,1 | 236/349 & 5,9 Typ2
. 23,4/ Mutter/Oma/
6. m | 344 | Diab.-Typ-2 33 34 | 344 | 201286 | ‘5o 8 2xCouseng-Typ-2
7. m | 253 | Diab.-Typ-2 55 61 | 253 | 37eis26 | 8316 | g e L B T2
6 seits-Typ-2

Tabelle 10: Zusammengefasste Darstellung der p.T130l-Veranderungen (n=7)

Patient Nr. 1, p.T130Il

Geschlecht weiblich, geb. 1973 (37 Jahre); Gestationsdiabetes; Erstdiagnose: 34
Jahre; BMI=34; Familienanamnese: Vater, Oma, Tante Diabetes-Typ-2; dGC-Test:
Glucose - 67/85mg/dl; Insulin 7,7/30,7 pU/ml; HbA1c-Wert: 5,5%.

Patient Nr. 2, p.T130I

Geschlecht weiblich, geb. 1960 (50 Jahre); Diabetes-Typ-2; Erstdiagnose: 26 Jahre;
BMI=29,5; Familienanamnese: Tante Diabetes-Typ-2; dGC-Test: Glucose -
237/299mg/dl; Insulin 26/41 yU/ml; HbA1c-Wert: 6,6%.
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Patient Nr. 3, p.T130I

Geschlecht weiblich, geb. 1957 (53 Jahre), Diabetes-Typ-2, Erstdiagnose: 42 Jahre;
BMI=23,1; Familienanamnese: Mutter Diabetes-Typ-2; dGC-Test: Glucose -
153/259mg/dl; Insulin 9,7/48,8 yU/ml; HbA1c-Wert: 6,2%.

Patient Nr. 4, p.T130l

Geschlecht weiblich, geb. 1951 (59 Jahre); Diabetes-Typ-2: Erstdiagnose 21 Jahre;
BMI=25,8; Familienanamnese: Mutter Diabetes-Typ-2; dGC-Test: Glucose -
127/261mg/dl; Insulin 5,7/23,8 pU/ml; HbA1c-Wert: 7,3%.

Patient Nr. 5, p.T130I1

Geschlecht mannlich, geb. 1954 (55 Jahre); Diabetes-Typ-2, Erstdiagnose: 42 Jahre;
BMI=29,1; Familienanamnese: Mutter und zwei Brider Diabetes-Typ-2; dGC-Test:
Glucose - 236/349mg/dI, Insulin 7,9/37 pU/ml; HbA1c-Wert: 5,9%.

Patient Nr. 6, p.T130l

Geschlecht weiblich, geb. 1976 (34 Jahre); Diabetes-Typ-2: Erstdiagnose 33 Jahre;
BMI=34,4; Familienanamnese: Mutter, Oma, zwei Cousins Diabetes-Typ-2; dGC-
Test: Glucose - 201/286 mg/dl; Insulin 23,4/50,9 uU/ml; HbA1c-Wert: 8,0%.

Patient Nr. 7, p.T130Il

Geschlecht weiblich, geb. 1949 (60 Jahre); Diabetes-Typ-2: Erstdiagnose 55 Jahre;
BMI=25,3; Familienanamnese: Oma mdtterlicherseits Diabetes-Typ-2; dGC-Test:
Glucose - 376/526 mg/dI; Insulin 8,3/16,6 pU/ml; HbA1c-Wert: 9,6%.
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3.2.2. MODY 2 Mutationen

Die Mittelwerte und Mittelabweichungen des BMI-Indexes, des Alters bei Erstdiag-
nose sowie der Zeitspanne zwischen Erstdiagnose Diabetes und der von uns ge-

troffenen Diagnose MODY 2 sind in Tabelle Nr. 10 aufgelistet:

MODY 2 Patienten, Anzahl (n) =4

Mittelwert BMI 23,5
Abweichung Mittelwert BMI 2,2
Mittelwert Alter Erstdiagnose (Jahre) 39,5
Abweichung Mittelwert Erstdiagnose (Jahre) 7,8
Mittelwert Zeitspanne nach Erstdiagnose (Jahre) 14
Abweichung Mittelwert Zeitspanne nach Erstdiagnose (Jahre) 6,5

Tabelle 11: Mittelwerte und Mittelabweichungen der MODY 2 Patienten (n=4)

Bei folgenden vier Patienten wurde eine genetische Veranderung des GCK-Gens

festgestellt:

Patient Nr. 3, MODY 2, GCK-Gen p.V455E

Der dritte untersuchte Patient mit einer genetischen Veranderung und der erste
MODY 2 Patient zeigte folgende Untersuchungsergebnisse: Diagnose:
Abklarungsbedurftige moglicherweise krankheitsassoziierte Sequenzveranderung
MODY 2 (Glucokinase (Hexokinase 4)), Exon 10, c¢.1364T>A (p.V455E;
p.Val455GIlu) heterozygot.

Geschlecht weiblich, geb. 1962 (48 Jahre); Gestationsdiabetes, Diabetes-Typ-2,
Erstdiagnose 24 Jahre; BMI=20,9; Familienanamnese: GroRvater, Mutter, Sohn Dia-
betes-Typ-2; dGC-Test: Glucose- 98/100mg/dI, Insulin - 4,5/35,6 uU/ml, HbA1c-Wert:
5,7%.

Patient Nr. 4, MODY 2, GCK-Gen ¢.209-8G>A

Der vierte Patient mit einer genetischen Veranderung und der zweite MODY 2 Pati-
ent zeigte folgende Untersuchungsergebnisse:

Abklarungsbedurftige Sequenzveranderung MODY 2 (GCK), Intron2, ¢.209-8G>A
(IVS-8G>A) heterozygot.
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Geschlecht weiblich, geb. 1962 (48 Jahre); Diabetes-Typ-2; Erstdiagnose 42 Jahre,
BMI=22; Familienanamnese: Vater Diabetes Typ-2, Tante vaterlicherseits Diabetes-
Typ-2, GroBmutter vaterlicherseits Diabetes-Typ-2; Glucose - 150mg/dl; HbA1c-Wert:
6,9%. Patientin hatte im Jahre 1988 (26J) eine Nierentransplantation bei festgestell-

ten Lupus erythematodes.

Patient Nr. 5, MODY 2, GCK-Gen ¢.209-8G>A

Der funfte Patient mit einer genetischen Veranderung und der dritte MODY 2 Patient

zeigte folgende Untersuchungsergebnisse:

Nichtklassifizierbare, maoglicherweise krankheitsassoziierte Sequenzveranderung
MODY 2 (GCK), Intron2, c.209-8G>A (IVS2-8G>A) heterozygot. Zur weiteren Abkla-

rung sollte eine Segregationsanalyse in der Familie durchgefuhrt werden.

Geschlecht weiblich, geb. 1953 (56 Jahre); Diabetes-Typ-2; Erstdiagnose 40 Jahre,
BMI=26,2; Familienanamnese: Mutter und Schwester haben Diabetes Typ-2; Gluco-
se - 107 mg/dl, HbA1c-Wert: 6,5%.

Patient Nr. 6, MODY 2, GCK-Gen p.E112K

Der sechste Patient mit einer genetischen Veranderung und der vierte MODY 2 Pati-
ent zeigte folgende Untersuchungsergebnisse:

Abklarungsbedurftige, nicht-klassifizierbare (modglicherweise krankheitsassoziierte)
Sequenzveranderung GCK (Glucokinase (Hexokinase 4); MODY 2) Exon 3,
c.334G>A (p.E112K; p.Glu112Lys) heterozygot.

Geschlecht weiblich, geb. 1948 (61 Jahre); Diabetes-Typ-2; Erstdiagnose 52 Jahre;
BMI=25,1; Familienanamnese: Mutter, Vater und Bruder haben Diabetes Typ-2; Glu-
cose - 110mg/dl, HbA1c-Wert: 6,3%.
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3.2.3. MODY 3 Mutationen

Die Mittelwerte und Mittelabweichungen des BMI-Indexes, des Alters bei Erstdiagno-
se sowie der Zeitspanne zwischen Erstdiagnose Diabetes und der von uns getroffe-

nen Diagnose MODY 3 sind in Tabelle Nr. 11 aufgelistet:

MODY 3 Patienten, Anzahl (n) =2
Mittelwert BMI 36,7
Abweichung Mittelwert BMI 10,7
Mittelwert Alter Erstdiagnose (Jahre) 36
Abweichung Mittelwert Erstdiagnose (Jahre) 3
Mittelwert Zeitspanne nach Erstdiagnose (Jahre) 4,5
Abweichung Mittelwert Zeitspanne nach Erstdiagnose (Jahre) 25

Tabelle 12: Mittelwerte und Mittelabweichungen der MODY 3 Patienten (n=2)

Die im Folgenden diskutierten Patienten weisen eine MODY 3 Mutation im HNF-4a -

Gen auf.

Patient Nr. 7, MODY 3, HNF-1a-Gen p.N614l

Der siebte Patient mit einer genetischen Veranderung und der erste MODY 3 Patient
zeigte folgende Untersuchungsergebnisse:

Abklarungsbedurftige, mdglicherweise krankheitsassoziierte Sequenzveranderung
HNF-1a (HNF1 homeobox A; MODY3; TCF1) Exon 10, c.1841 A>T (p.N614l;
p.Asn614lle) heterozygot.

Geschlecht weiblich, geb. 1975 (35 Jahre), Diabetes-Typ-2, Erstdiagnose 33 Jahre,
BMI=47,4; Familienanamnese: Tochter, Sohn haben Diabetes-Typ-2; dGC-Test:
Glucose - 88/92mg/dl, Insulin - 15,6/77,1 pU/ml, HbA1c-Wert: 5,9%.

Patient Nr. 8, MODY 3, HNF-1a-Gen p.G31D

Der achte Patient mit einer genetischen Veranderung und der zweite MODY 3 Pati-
ent zeigte folgende Untersuchungsergebnisse:

Krankheitsassoziierte Sequenzveranderung HNF-1a (HNF-1 homeobox A; MODY 3;
TCF1) Exon 1, ¢.92G>A (p.G31D; p.Gly31Asp) heterozygot.
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Geschlecht mannlich, geb. 1964 (45 Jahre), Diabetes-Typ-2, Erstdiagnose 39 Jahre,
BMI=26; Familienanamnese: Vater, Schwester und GroRBmutter vaterlicherseits ha-
ben Diabetes-Typ-2; Glucose - 139mg/dl; HbA1c-Wert: 6,5%.
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4. Diskussion der Ergebnisse

4.1. Diskussion und Interpretation der Mutationen

4.1.1. MODY 1 Mutationen

Heterozygote Mutationen des humanen HNF-4a-Gens (hepatic nuclear factor 4a),
welches flr einen Transkriptionsfaktor kodiert, fihren zu MODY 1 (maturity-onset
diabetes of the young 1). Dieser genetische Diabetes ist durch eine frihe Manifesta-
tion, zumeist vor dem 25. Lebensjahr und durch eine gestorte glukoseinduzierte Insu-
linsekretion der Beta-Zellen des Pankreas charakterisiert (51). HNF-4a reguliert die
Transkription von Genen, die fur den Glukosetransport und Glukosestoffwechsel so-
wie weiterer Funktionen der Betazellen des Pankreas notwendig sind (92). Als Uber-
geordneter Transkriptionsfaktor ist HNF-4 a an der Regulation des Transkriptionsfak-
tors HNF-1a beteiligt (93,94), welcher wiederum die Expression verschiedener Gene
wie z. B. das Gen fur den Glukose-Transporter und die Transkription des Insulin-
Gens steuert (92,94). Klinisch besteht eine signifikante und progressive Hyperglyka-
mie. Im weiteren Verlauf der Erkrankung treten Diabeteskomplikationen auf (95,96).
Eine Abgrenzung zu einem festgestellten Typ-1-Diabetes kann schwierig sein, weil in
seltenen Fallen Diabetes-Typ-1 Patienten keine Autoantikdrper aufweisen (45). Bis-
her sind 57 unterschiedliche Mutationen des HNF-4a-Gens identifiziert worden (97),
die sowohl die kodierende als auch die regulatorische Region des Gens betreffen
(93,98). Ein Teil der MODY 1-Mutationen blockieren die Funktion von HNF-4a voll-
standig, wahrend andere nur einen eher geringen Einfluss auf die Aktivitat des Tran-
skriptionsfaktors haben (98,99). Bei heterozygoten Tragern von Mutationen des HNF-
4a-Gens werden zusatzlich zu einer eingeschrankten Insulinfreisetzung auch ver-
minderte Plasmaspiegel von Triglyzeriden und Apolipoproteinen beschrieben (100).
Im Zellmodell wurde in einer dominant negativen HNF-4a-Mutante eine Stérung des
mitochondrialen Stoffwechsels mit einer nachfolgender Reduktion der Insulinproduk-
tion und —sekretion festgestellt (101). Homozygote HNF-4a-Mutationen waren im
Tiermodell letal (102). Zusatzlich zu den beschriebenen Mutationen wurde in einer
untersuchten Familie eine Mutation im pankreasspezifischen Promotor des HNF-4a-
Gens entdeckt (103). An diese DNA-Sequenz bindet normalerweise der Transkripti-
onsfaktor PDX-1. Dies zeigt auf, dass Beta-Zellfunktionen durch komplexe Interaktio-

nen auf Ebene der Gentranskription reguliert werden (93).
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In der vorliegenden Studie wurden zwei MODY 1 Mutationen bei zwei weiblichen Pa-
tientinnen identifiziert, davon war eine Patientin an ,Diabetes-Typ-1“ (Antikdrper ne-
gativ) und eine Patientin an ,Gestationsdiabetes” erkrankt. Ihre Erstdiagnose erhiel-
ten diese beiden MODY 1 Patientinnen im Alter zwischen 18 und 25 Jahren. Eine
Veranderung davon war als krankheitsassoziiert und eine als eine abklarungsbeduirf-
tige, nicht-klassifizierbare (moglicherweise krankheitsassoziierte) Sequenzverande-
rung eingestuft. Alle genetischen Veranderungen sollten durch eine Segregations-
analyse in der Familie auf den Krankheitswert der Veranderung untersucht werden.
Der mittlere BMI der Probanden betrug 28,35. Die Abweichung des Mittelwertes be-
trug 0,35. Das Alter der Patienten bei Erstdiagnose war im Mittel bei 21,5 Jahren mit
einer Mittelabweichung von 3,5. Im Schnitt vergingen 3,5 Jahre zwischen der Erstdi-
agnose und der MODY-Diagnose. In den Familien der beiden MODY 1 Patientinnen

war keine Diabeteserkrankung bekannt.

Patient Nr. 1, MODY 1, HNF-4a-Gen p.R317H

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Gu-
anin zu Adenin an der Position 950 der codierenden genomischen DNA (das A des
Startcodons entspricht Pos. +1) in Exon 8 des HNF-4a-Gens (MODY 1). Diese Ver-
anderung fuhrt auf Proteinebene an Position 317 zum Austausch der polaren, stark
basischen Aminosaure Arginin in Histidin, eine ebenfalls polare, aber schwach basi-
sche Aminosaure. (104). In der offentlich zuganglichen Datenbank LOVD (97) des
Leiden University Medical Center ist die Veranderung nicht eingetragen. Dieser
Locus scheint ein sehr konservierter Bereich zu sein, wie ein Vergleich der Gense-
quenzen mit 10 verschiedenen Organismen (Spezies) bei Bos taurus (Rind), Canis
familiaris (Hund), Equus caballus (Pferd), Macaca mulatta (Rhesusaffe), Monodelphis
domestica (Opossum), Mus musculus (Maus), Ornithorhynchus anatinus (Schnabel-
tier), Pan troglodytes (Schimpanse), Pongo pygmaeus (Orang Utan) und Rattus nor-
vegicus (Ratte) zeigt (105). Diese Veranderung ist in der Literatur noch nicht be-
schrieben. Sie kann deshalb nicht eindeutig interpretiert oder diskutiert werden und
wurde als "abklarungsbedurftige, nicht-klassifizierbare (moglicherweise krankheitsas-
soziierte) Sequenzveranderung" gefuhrt. FlUr eine Segregationsanalyse zeigte die

Patientin kein weiteres Interesse.
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Patient Nr. 2, MODY 1, HNF-4a-Gen ¢.358+2T>C

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base
Thymin zu Cytosin an der Position 358+2 der codierenden genomischen DNA (das A
des Startcodons entspricht Pos. +1) in Intron 3 des HNF-4a-Gens (MODY 1). Diese
Veranderung fuhrt auf Proteinebene nicht zum Austausch einer Aminosaure des Pro-
teins HNF-4a. Da jedoch die Splice-Stelle direkt betroffen ist, kann davon ausgegan-
gen werden, dass es durch fehlerhaftes Spleilien und daraus resultierender Ver-
schiebung des Leserasters zur Ausbildung eines ab Aminosaure 119 veranderten
und insgesamt verkurzten Proteins kommt (106). Durch die Veranderung wird die
DNA-Bindungsdomane (AS 51-112) nicht beeinflusst. Betroffen ist die Transaktivie-
rungsdomane (AS 1-24 und 128-366), die die Dimerisierungsdomane (AS 175 - 360)
beinhaltet (107). In der offentlich zuganglichen Datenbank LOVD (97) des Leiden
University Medical Center ist die Veranderung nicht eingetragen. Wie schon bei der
bei Patient 1 diskutierten genetischen Veranderung, scheint auch in diesem Fall der
untersuchte Locus hochkonserviert zu sein, wie der Vergleich der Gensequenzen mit
10 verschiedenen Organismen (Spezies) bei Bos taurus (Rind), Canis familiaris
(Hund), Equus caballus (Pferd), Macaca mulatta (Rhesusaffe), Monodelphis domes-
tica (Opossum), Mus musculus (Maus), Ornithorhynchus anatinus (Schnabeltier),
Pan troglodytes (Schimpanse), Pongo pygmaeus (Orang Utan) und Rattus norvegi-
cus (Ratte) zeigt (105). Auch diese Veranderung ist in der Literatur nicht vorbe-
schrieben, kann deshalb nicht eindeutig interpretiert oder diskutiert werden und wird
von uns als “wahrscheinlich krankheitsassoziierte Sequenzveranderung” bezeichnet.

Fur eine Segregationsanalyse zeigte die Patientin kein weiteres Interesse.

p.T130l-Veranderungen

Charakterisierung der beobachteten p.T130l-Veranderung:

Bei der pT130l Sequenzvariante ist an Position 416 der codierenden DNA (das A des
Startcodons entspricht Pos. +1), Exon 4 des MODY 1-Gens, die DNA-Base Cytosin
gegen Thymin ausgetauscht. Diese Veranderung flhrt auf Proteinebene an Position
139 von 465 des Proteins HNF-4a zum Austausch der polaren und neutralen Amino-
saure Threonin gegen die unpolare und ebenfalls neutrale Aminosaure Isoleucin.

Hier ist eine ansonsten konservierte Aminosaure innerhalb der DNA-
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Bindungsdomane betroffen. In der wissenschaftlichen Literatur wurden aufgrund ei-
ner Vielzahl verschiedener Splice-Varianten unterschiedliche Start-Codons postuliert,
was dazu fuhrte, dass die Position der hier identifizierten Veranderung um 9 Amino-
sauren weiter nach vorne verschoben wurde:

c.416C>T (p.T139l; p.Thr139lle) oder ¢.389C>T (P.T130I; p.Thr130lle). Nach den
aktuell gultigen Guidelines (52) sollte die Veranderung wie folgt bezeichnet werden:
¢.389C>T (p.T130I; p.Thr130lle).

Die Mutation T130I wurde bei 423 nicht verwandten japanischen Patienten mit Typ-2-
Diabetes 15 Mal gefunden (3,5%), in der gesunden Kontrollgruppe von 354 Perso-
nen dagegen nur 3 Mal (0,8%). Die Assoziation dieser Veranderung mit Diabetes war
bei der untersuchten Population statistisch signifikant (p=0,015, odds ratio 4,3;
95%CIl 1.24-14.98). In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Trans-
aktivierungsaktivitat in Hepatozyten durch die Veranderung/Mutation stark herabge-
setzt ist, wenn sie homozygot vorliegt (bei HepG2 um 46%; p=0,001; bei Maus-
Hepatozyten um mehr als 70%, (p=9,7x107°). Dies lasst den Schluss zu, dass auch in
vivo die Aktivitat vermindert ist. Die Autoren sehen einen Zusammenhang mit Typ-2-
Diabetes in der japanischen Bevdlkerung (108). Einen ahnlichen Zusammenhang
zwischen der Mutation und dem Typ-2-Diabetes zeigte eine Gruppe aus Mexiko, die
die Veranderung T130I bei 16 von 100 Patienten in der Typ-2-Diabetes Gruppe und
nur bei 4 von 75 in der gesunden Kontrollgruppe beobachtete (T1301 Genotyp: 16%
fur Diabetiker vs 5.6% flur Nicht-Diabetiker, odds ratio=3.38, 95% 01=1.14-10.03,
p=0.028). Die Diabetiker (100 Patienten) mit dem Genotyp T130l zeigten im Ver-
gleich zu den Diabetikern ohne die Veranderung doppelt so haufig Nephropathien
(p=0,06) und entwickelten chronische Komplikationen frihzeitiger (p=0,078) (109).
Bei ENSEMBL wird die Allelfrequenz fur die veranderte Base T je nach Population
mit maximal 0,062 angegeben, homozygot TT ist bisher nicht beobachtet worden
(110). Die p.T130I-Veranderungen wurden in mehreren Untersuchungen sowohl bei
an Diabetes erkrankten Personen wie auch an gesunden Kontrollen identifiziert und
ist im Rahmen einer weiteren mexikanischen Studie statistisch signifikant haufiger
bei den Erkrankten nachgewiesen worden (109). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die veranderten Proteine eine verminderte Transaktivitat entfalten. Die bisher
publizierten Daten weisen darauf hin, dass die Veranderung/Mutation T130I mit ei-
nem erhohten Diabetes-Risiko assoziiert sein konnte. Da die Penetranz der Verande-
rung nicht bekannt ist, kann man nicht sicher vorhersagen, ob Trager der Verande-
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rung/Mutation erkranken oder nicht. Gestitzt wird diese Behauptung dadurch, dass
die Veranderung T130l auch in getesteten Kontrollpersonen ohne Diabeteserkran-
kung gefunden wurde, wenn auch mit deutlich niedrigerer Haufigkeit. Denkbar ist
ebenfalls, dass weitere obligate Faktoren flr die Entwicklung des Typ-2-Diabetes
existieren. Unwahrscheinlich ist es, dass diese Veranderung eine autosomal-
dominant erbliche MODY 1 Erkrankung verursachen kann. Bei unseren Untersu-
chungen wurde die Veranderung in einer Familie bei zwei an Diabetes erkrankten
Familienmitgliedern gefunden, bei einem Patienten zusammen mit einer krankheits-
assoziierten Veranderung des MODY 2 Gens und in neun weiteren Familien bei In-

dexpatienten mit der Diagnose-MODY.

4.1.2. MODY 2 Mutationen

MODY 2 (maturity-onset diabetes of the young 2) wird durch heterozygote Mutatio-
nen im Glucokinasegen verursacht und ist die haufigste MODY-Form (62), die sich
bereits in der Kindheit oder im Erwachsenenalter manifestieren kann (69,111). Es
wurden mittlerweile Uber 600 Mutationen im Glucokinasegen beschrieben (69,112).
Das Enzym Glucokinase besitzt eine Schlusselrolle im Glucosestoffwechsel von Be-
ta-Zellen des Pankreas und der Leber (65). Im Gegensatz zu den ubiquitar vorkom-
menden Hexokinasen ist die Glucokinase in der Lage den Anstieg der extrazellularen
Glucosekonzentrationen an glyklolytische Fluxanderungen in der Beta-Zelle zu kop-
peln, was final zur Exocytose der Insulingranula fuhrt (113,114). Heterozygote inakti-
vierende Mutationen im Glucokinasegen sind durch milde Hyperglykamien charakte-
risiert, die schon bei der Geburt auftreten. Teilweise werden sie jedoch erst mit hohe-
rem Lebensalter oder wahrend der Schwangerschaft entdeckt. Homozygote inaktivie-
rende Glucokinase-Mutationen fihren zu einem schwerwiegenderen Phanotyp mit
starker Aktivitdtsminderung und werden als neonataler Diabetes mit Manifestation in
den ersten Lebenswochen oder -monaten diagnostiziert (112). Andererseits sind
auch aktivierende Mutationen im Glucokinasegen bekannt, welche die Affinitat der
Glucokinase zum Substrat Glucose steigern und in Betazellen des Pankreas bereits
bei niedrigen Blutglukosewerten zu einer inadaquaten Insulinausschittung fihren.
Dieses hat als Folge das Krankheitsbild des kongenitalen Hyperinsulinismus mit re-
zidivierenden Hypoglykamien (115). Die ldentifizierung einer Glucokinase-Mutation
als Ursache einer klinisch manifesten Hyper- oder Hypoglykamie ist die Vorausset-

zung fur eine optimierte Behandlung dieser Funktionsstorung (112).
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In unserer Studie wurden vier MODY 2-Mutationen bei vier weiblichen Patientinnen
festgestellt, davon waren drei Patientinnen an Diabetes-Typ-2 erkrankt und eine Pa-
tientin sowohl an Schwangerschaftsdiabetes als auch an Diabetes-Typ-2. Das Alter
der Erstdiagnose lag zwischen 24 und 52 Jahren. Zwei Veranderungen wurden als
abklarungsbediirftige, eher krankheitsassoziierte Sequenzveranderungen und zwei
als nichtklassifizierbare, moglicherweise krankheitsassoziierte Sequenzveranderun-
gen eingestuft. Die gefundenen genetischen Veranderungen sollten durch eine Seg-
regationsanalyse in der Familie auf den Krankheitswert der Mutation untersucht wer-
den. Zwei identische MODY-Veranderungen wurden bei zwei Patientinnen festge-
stellt, bei denen in einem Alter von 40 und 42 die Erstdiagnose des Diabetes-Typ-2
festgestellt wurde. Nach gangiger Nomenklatur (90) kann die Veranderung auf DNA-
Ebene wie folgt bezeichnet werden: MODY 2 (GCK), Intron2, c.209-8G>A (IVS2-
8G>A) heterozygot. Aus der Segregationsanalyse der einen Patientin (Patient Nr. 4)
konnte bei aktueller Datenlage kein Krankheitswert bei der obengenannten Verande-
rung definiert werden. Der mittlere BMI-Wert der Probanden betrug 23,5. Die Mittel-
abweichung vom BMI betrug 2,2. Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung betrug
39,5 Jahre, Mittelabweichung 7,8 Jahre. Die durchschnittliche Zeitdauer zwischen
Erstdiagnose und MODY-Diagnose war 14 Jahre, Mittelabweichung 6,5 Jahre. Die
Familienanamnese ergab bei zwei Patientinnen Uber drei Generationen und bei zwei

Patientinnen Uber zwei Generationen diagnostizierte Diabetes-Typ-2 Erkrankungen.

Patient Nr. 3, MODY 2, GCK-Gen p.V455E

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante ist an Position 1.364 der codierenden DNA (das A des
Startcodons entspricht Pos. +1) in Exon 10 des Glucokinase-Gens (MODY 2) die
DNA-Base Thymin gegen Adenin ausgetauscht. Diese Veranderung fuhrt auf Pro-
teinebene zum Austausch der unpolaren, neutralen Aminosaure Valin gegen die po-
lare und ,saure® Glutaminsaure an Position 455 von 465 des Enzyms Glucokinase.
Bei dem Vergleich der Gensequenzen mit 10 verschiedenen Organismen (Spezies)
bei Bos taurus (Rind), Canis familiaris (Hund), Equus caballus (Pferd), Macaca mu-
latta (Rhesusaffe), Monodelphis domestica (Opossum), Mus musculus (Maus), Orni-
thorhynchus anatinus (Schnabeltier), Pan troglodytes (Schimpanse), Pongo pygma-
eus (Orang Utan) und Rattus norvegicus (Ratte) erscheint auch hier der Locus hoch-

konserviert (105). Die Veranderung wurde bereits einmal bei einem 15-jahrigen In-
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dexpatienten gefunden, bei dem wahrend eines fiebrigen Infekts Hyperglykamie di-
agnostiziert wurde. Der Patient war betreffend dieser Mutation homozygot und zeigte
einen Monat nach der Erkrankung wieder eine unauffallige Glucosetoleranz. Beide
Eltern und einige getestete Familienmitglieder waren heterozygot und wiesen eine
unauffallige Glucosetoleranz auf (116). Diese Aminosaure V455 ist weder Bestandteil
der Mg-ATP- noch der Glucosebindungsstelle der Glucokinase. Allerdings ist an glei-
cher Position eine weitere Veranderung, die Mutation V455M bekannt. Hierbei han-
delt es sich um eine aktivierende Mutation. Trager dieser dominant vererbten Veran-
derung (heterozygot) leiden an einer milden Form der Hypoglykamie (117). V455M
ist auch in einer Funktionsanalyse als aktivierende Glucokinase-Mutation, die zu Hy-
poglykamie fuhrt, beschrieben worden (118). Kirzlich wurde die bei Patient 3 festge-
stellte Veranderung die Mutation V455E bei einem anderen MODY Patienten identifi-
ziert (119). In dieser Studie konnte durch Funktionsanalysengezeigt werden, dass es
sich um eine inaktivierende Mutation handelt (119). Damit kann aufgrund der verof-
fentlichten Daten unsere Veranderung dahingehend interpretiert werden, dass es
sich um eine weiter "abklarungsbedurftige, wahrscheinlich krankheitsassoziierte Se-
quenzveranderung" handelt. Die Patientin zeigte klinisch im dGC eine Normoglyka-
mie mit einer Hyperinsulinamie (Insulinresistenz siehe Punkt 2.3.1.). Fir eine Segre-

gationsanalyse zeigte die Patientin kein weiteres Interesse.

Patient Nr. 4, MODY 2, GCK-Gen ¢.209-8G>A

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante ist an Position 209-8 (das A des Startcodons entspricht
Pos. +1), im Intron 2, 8 Basen vor Beginn von Exon 3 des Gens Glucokinase (GCK,
MODY 2) Guanin zu Adenin ausgetauscht. Dies flhrt nicht zu einem Aminosaureaus-
tausch, die Splice-Stelle ist nicht direkt betroffen.

In einer Studie wurden 119 vor der Schwangerschaft schlanke (BMI<25) kaukasische
Patientinnen mit einem Alter von unter 35 Jahren mit der Diagnose Gestationsdiabe-
tes analysiert. In dieser Kohorte wurde die bei Patient 4 festgestellte Veranderung
IVS3-8G>A nachgewiesen. Diese Veranderung wurde in einer Kontrollgruppe mit
120 Normalprobanden ohne Diabetes nicht gefunden (120). Bei einer anderen Un-
tersuchung ist die Veranderung mit der Bezeichnung IVS2-7G>A bei drei MODY-
Patienten in einer Familie gefunden worden. Es liegt die Vermutung nahe, dass auf

Translationsebene das RNA-Splicing von der Veranderung beeinflusst werden kénn-
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te. In einer anderen Untersuchung bei in Kanada lebenden Familien wurden die Ge-
ne fur HNF-1a und Glucokinase vollstandig sequenziert. In einer aus Nordeuropa
abstammenden Familie wurde dabei bei Mutter, Sohn und Tochter jeweils mit 10, 16
bzw. 10 Jahren ein insulinpflichtiger Diabetes diagnostiziert (121). Der direkte Kon-
takt mit der Erstautorin ergab, dass diese Patienten die gleiche Veranderung im Glu-
cokinasegen tragen, wie sie bei dem von uns untersuchten Patienten Nr. 4 festge-
stellt wurde. Die Veranderung wurde bei keiner der 100 Kontrollpersonen ohne Dia-
betes nachgewiesen. In einer weiteren Studie konnte in einem anderen Patientenkol-
lektiv bestehend aus 37 kanadischen Patienten mit der Diagnose LADA (Latent Auto-
immune Diabetes of the Adult) und 54 Typ-2-Diabetes Patienten dieselbe Verande-
rung in beiden Gruppen je einmal identifiziert werden. Bei 250 Nicht-Diabetikern
konnte sie in dieser Studie nicht nachgewiesen werden (122). In einer Untersuchung
zur Haufigkeitsverteilung der verschiedenen MODY-Subtypen in der Tschechischen
Republik wurde die Veranderung unter 61 nicht verwandten Patienten mit der klini-
schen Diagnose MODY und ihren 202 Familienangehdrigen gefunden und ohne wei-
tere genetische Untersuchungen als Polymorphismus eingestuft. Die Haufigkeit flr
die Wildtyp-Base Guanin wird mit 0,99 angegeben, diejenige fir Adenin entspre-
chend mit 0,01 (123). In einer aktuellen Ubersichtsarbeit zu Mutationen im Gluco-
kinase-Gen (69) wird die Veranderung in einer Tabelle mit 114 Polymorphismen se-
parat von den bislang bekannten 620 Mutationen aufgelistet. Insgesamt wurde Die
Veranderung im Mlnchener Labor bereits finfmal bei einem Indexpatienten gefun-
den. Im Rahmen der Untersuchungen konnten in den Genen fur MODY 1, 2, 3 und 5
keine weiteren Veranderungen, die mit der Erkrankung in Zusammenhang stehen
konnten, identifiziert werden (Stand: 04.05.2010). Die Splice-Stelle ist nicht direkt
betroffen. Deshalb ist von einer Assoziation der beobachteten Veranderung mit der
Erkrankung im Sinne eines autosomal dominanten Erbgangs aufgrund des Mutati-
onstyps alleine zur Zeit nicht auszugehen. Die bisher veroffentlichten Daten reichen

nicht aus, um diese Veranderung als krankheitsassoziiert einzustufen.

Segregationsanalyse:

Zur Segregationsanalyse wurde die gesunde Schwester der an Diabetes erkrankten
Patientin Nr. 4 untersucht. Die Segregationsanalyse der betroffenen Familie ergab,

dass die gesunde Schwester — Trager der Veranderung ist. Bei der ebenfalls an Dia-
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betes erkrankten Mutter ist die Veranderung nicht aufgetreten. Daraus ergibt sich,

dass die Veranderung hochstwahrscheinlich keinen Krankheitswert besitzt.

Patient Nr. 5, MODY 2, GCK-Gen ¢.209-8G>A

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:
Die beobachtete Veranderung entspricht der bei Patient Nr. 4 ermittelten identischen
weiter oben diskutierten Veranderung. Fir eine Segregationsanalyse zeigte die Pati-

entin kein weiteres Interesse.

Patient Nr. 6, MODY 2, GCK-Gen p.E112K

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante ist an Position 334, Exon 3, der codierenden DNA (das A
des Startcodons entspricht Pos. +1) des Glucokinase-Gens die Base Guanin gegen
Adenin ausgetauscht (MODY 2). Diese Veranderung fuhrt auf Proteinebene zum
Austausch der polaren, sauren Aminosaure Glutaminsaure gegen die ebenfalls pola-
re, aber basische Aminosaure Lysin (104) an Position 112 von 465 des Proteins Glu-
cokinase. Glucokinase besteht aus einer grolen und einer kleinen Domane, die wie-
derum aus a-Helices und B-Faltblattern aufgebaut sind. Diese beiden Domanen wer-
den Uber drei Verbindungen zusammengehalten. In dem Spalt zwischen den Doma-
nen befindet sich die Glucosebindungsstelle, wobei die Aminosauren E256, E290,
T168, K169, N204 und D205 an der Bindung des Glucosemolekuls beteiligt sind. Die
Glucokinase besitzt eine grofe Flexibilitat in ihrer Konformation. In seiner aktiven
Form nahren sich beide Domanen an und das Substrat Glucose kann gebunden
werden. In der inaktiven Form ist der Spalt weiter gedffnet (124). Die Position 112
befindet sich in der kleinen Domane und ist nicht direkt an der Glucosebindung oder
Mg-ATP-Bindung beteiligt. In der &ffentlich zuganglichen Datenbank LOVD des Lei-
den University Medical Center ist die Veranderung nicht eingetragen (125). Ein Ver-
gleich der Gensequenzen mit 10 verschiedenen Organismen (Spezies) bei Bos
taurus (Rind), Canis familiaris (Hund), Equus caballus (Pferd), Macaca mulatta (Rhe-
susaffe), Monodelphis domestica (Opossum), Mus musculus (Maus), Pan troglodytes
(Schimpanse), Pongo pygmaeus (Orang Utan) und Rattus norvegicus (Ratte) er-
scheint der untersuchte Locus sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene konser-
viert. Bei Ornithorhynchus anatinus (Schnabeltier) liegt an der entsprechenden Posi-

tion mit der Basenfolge ACA die Aminosaure Threonin vor (105). In einer aktuellen
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Ubersichtsarbeit iber Mutationen im Glucokinase Gen (MODY 2), in der tber 620
Mutationen aufgelistet sind, ist die beschriebene Veranderung nicht enthalten (69).
Die Veranderung kann somit auch nach ausfuhrlicher Literaturrecherche nicht ein-
deutig interpretiert werden und wird von uns deshalb als "abklarungsbedurftige, nicht-
klassifizierbare (mdglicherweise krankheitsassoziierte) Sequenzveranderung" be-

zeichnet. Eine Segregationsanalyse konnte bisher nicht durchgefuhrt werden.

4.1.3. MODY 3 Mutationen

MODY 3 (maturity-onset diabetes of the young 3) ist die haufigste Form aller MODY-
Erkrankungen in Europa, Nordamerika und Japan, gekennzeichnet durch Mutationen
an unterschiedlicher Lokalisation des HNF-1a-Gens (93). Das Genprodukt ist der
Transkriptionsfaktor HNF-1a und entfaltet seine Wirkung im Zellkern. Der HNF-1a-
Transkriptionsfaktor steuert die Expression verschiedener Gene der Leber (94) wie
z.B. das Gen des Glukose-Transporters und ist fur die Transkription des Insulin-Gens
im Pankreas essentiell (92). Mutationen im HNF-1a-Gen flhren zu einem Defekt der
Insulinsekretion und einer daraus resultierenden eingeschrankten und progredient
sich verschlechternden Insulinausschiattung (93). Die Mutationen des HNF-1a-Gens
fuhren damit zu einem langsamen Verlust der Funktion der Betazellen des Pankreas
(126). Das HNF-1a-Gen wird auch in den Tubuli der Niere exprimiert (127). und be-
einflusst dort die Regulation des Glukosetransports. Patienten mit MODY 3 weisen
haufig eine Glukosurie bei reduzierter Nierenschwelle fur Glukose auf (76). Kurzlich
wurde Uber einen Polymorphismus im HNF-1a-Gen berichtet, der mit einer periphe-
ren Insulinresistenz bei erhaltener Funktion der Insulinsekretion assoziiert ist (128).
Eine Stérung des hepatischen Glucosemetabolismus wird zudem vermutet. Zu be-
achten ist, dass ein Teil der Patientinnen mit Gestationsdiabetes klinisch sonst unauf-
fallige Trager einer HNF-1a-Genmutationen sind (129). Ein Anteil der Autoantikdrper-
negativen Patienten mit Typ-1-Diabetes und positiver Familienanamnese tragt eben-
falls Mutationen des HNF-1a-Gens und sollte daher als MODY 3 klassifiziert werden.
FiUr die Prognose und Therapie ist dies von entscheidender Bedeutung (93). In der
vorliegenden Studie konnten zwei MODY 3 Mutationen, eine bei einem Mann und
eine bei einer Frau, beide mit der urspriinglichen Diagnose Diabetes-Typ-2 identifi-
ziert werden. Eine Veranderung war als ,krankheitsassoziiert® und eine als ,nicht-
klassifizierbare moglicherweise krankheitsassoziierte Veranderung® eingestuft. Aus

der Segregationsanalyse der Patientin mit der nicht klassifizierbaren Veranderung
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konnte man nicht auf einen Krankheitswert bei der obengenannten Mutation schlie-
Ren. Das Alter bei Erstdiagnose der MODY 3 Patienten war 33 bzw. 39 Jahre. Der
mittlere BMI der beiden Probanden betrug 36,7 mit einer Mittelabweichung von 10,7.
Die Zeitspanne zwischen der Erstdiagnose und der von uns gestellten MODY-
Diagnose betragt 4,5 Jahre mit einer Mittelabweichung von 2,5. Die beiden Patienten
haben Kinder teils bis in die zweite Generation mit diagnostiziertem Typ-2-Diabetes.
Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass auch ein adipéser Patient ein MODY-

Diabetiker sein kann.

Patient Nr. 7, MODY 3., HNF-1a-Gen p.N614l

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante ist die Base Adenin an Position 1.841 der codierenden
DNA (das A des Startcodons entspricht Pos. +1), Exon 10, des HNF-1a oder A
homeobox A-Gens (MODY 3) zu Thymin ausgetauscht. Diese Veranderung fuhrt auf
Proteinebene an Position 614 von 631 des Proteins HNF-1 homeobox A zum Aus-
tausch der polaren, neutralen Aminosaure Asparagin gegen die unpolare und eben-
falls neutrale Aminosaure Isoleucin (104). Diese Position ist Bestandteil der Transak-
tivierungsdomane (AS 281 bis 631) des Transkriptionsfaktors (107). In der 6ffentlich
zuganglichen Datenbank LOVD (125) des Leiden University Medical Center ist die
Veranderung nicht eingetragen. Bei einem Vergleich der Gensequenz mit 10 ver-
schiedenen Organismen (Spezies) bei Bos taurus (Rind), Canis familiaris (Hund),
Equus caballus (Pferd), Macaca mulatta (Rhesusaffe), Monodelphis domestica
(Opossum), Mus musculus (Maus), Ornithorhynchus anatinus (Schnabeltier), Pan
troglodytes (Schimpanse), Pongo pygmaeus (Orang Utan) und Rattus norvegicus
(Ratte) erscheint der untersuchte Locus sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene
konserviert (105). Die Veranderung kann aufgrund des Fehlens veroffentlichter Daten
nicht eindeutig interpretiert werden und wird von uns deshalb als "abklarungsbeduirf-
tige, nicht-klassifizierbare (mdglicherweise krankheitsassoziierte) Sequenzverande-
rung" bezeichnet. Zur weiteren Abklarung wurde zusatzlich eine Segregationsanaly-

se in der Familie durchgefuhrt.
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Segregationsanalyse:

Sowohl die Indexpatientin als auch ihre beiden Kinder (Sohn und Tochter) wurden
daraufhin klinisch und genetisch untersucht. Bei beiden Kindern waren erhohte Insu-
linwerte bekannt. Die Indexpatientin ist eine Ubergewichtige Diabetikerin. Die Veran-
derung konnte neben der Indexpatientin auch beim Sohn nachgewiesen werden,
wobei die Tochter der von uns untersuchten Patientin Nr. 7 diese Veranderung nicht
zeigte. Damit ergeben sich eher Hinweise, dass die Veranderung keine diabetische
Erkrankung vom Typ MODY 3 verursacht. Ob die Veranderung weitere klinische
Auswirkungen hat, kann nicht sicher beurteilt werden. Um dies weiterfuhrend zu kla-
ren, sollten noch mehr Familienmitglieder in die Segregationsanalyse miteinbezogen

werden.

Patient Nr. 8, MODY 3, HNF-1a-Gen p.G31D

Charakterisierung der beobachteten MODY-Veranderung:

Bei dieser Sequenzvariante ist die Base Guanin an Position 92 der codierenden DNA
(das A des Startcodons entspricht Pos. +1), Exon 1, des HNF-1 homeobox A - Gens
gegen Adenin ausgetauscht (MODY 3). Diese Veranderung fuhrt auf Proteinebene
an Position 31 von 631 des Proteins HNF-1 homeobox A zum Austausch der unpola-
ren, neutralen Aminosaure Glycin gegen die polare und saure Aminosaure Asparag-
insaure (104). Diese Position ist Bestandteil der Dimerisierungs-Domane (AS1 bis
32) des Transkriptionsfaktors (107). In der 6ffentlich zuganglichen Datenbank LOVD
(125) des Leiden University Medical Center ist die Veranderung drei Mal gelistet und
als krankheitsassoziiert eingetragen. Bei dem Vergleich der Gensequenzen mit 10
verschiedenen Organismen (Spezies) bei Bos taurus (Rind), Canis familiaris (Hund),
Equus caballus (Pferd), Macaca mulatta (Rhesusaffe), Monodelphis domestica
(Opossum), Mus musculus (Maus), Ornithorhynchus anatinus (Schnabeltier), Pan
troglodytes (Schimpanse), Pongo pygmaeus (Orang Utan) und Rattus norvegicus
erscheint dieser Locus bei allen Spezies auf DNA- und Proteinebene konserviert
(105). Erstmals verdffentlicht wurde die Veranderung im Rahmen einer Untersuchung
von 18 MODY-Patienten, fur die in einer vorangegangenen Studie keine Verande-
rung im Glucokinase-Gen nachgewiesen worden war. Dabei waren 16 der untersuch-
ten Patienten franzdsischer Herkunft, einer belgischen und einer brasilianischen Ur-
sprungs. Bei diesen Patienten wurden die Gene HNF-4a (MODY 1) und HNF-1a
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(MODY 3) untersucht und, sofern sie keine Veranderung aufwiesen, auch noch das
Gen HNF-1B (MODY 5). Bei einem der franzosischen Patienten wurde im Rahmen
dieser Untersuchungen eine Veranderung im Gen HNF-1a nachgewiesen. Fur alle
neu beschriebenen Veranderungen konnte in einer nachfolgenden Untersuchung von
Familienangehorigen nachgewiesen werden, dass die Veranderung mit der Erkran-
kung segregierte. Allen in dieser Studie neu gefundenen Veranderungen im HNF-1a-
Gen wird eine verursachende Wirkung fur die Entstehung von MODY 3 angenommen
und mit der Lage in der wichtigen Dimerisierungsdomane des weiter oben angefihr-
ten Transkriptionsfaktors in Verbindung gebracht (104). Bei einem anderen Scree-
ning von uber 4.000 italienischen Kindern und Jugendlichen wurden 20 Patienten mit
erhohtem Glucosespiegel (zwischen 5,6 und 6,7 mmol/l) und familiarer Haufung von
Typ-2-Diabetes genetisch auf Veranderungen im HNF-1a-Gen (MODY 3) und Gluco-
kinase-Gen (MODY 2) untersucht. Die bei Patient Nr. 8 gefundene Veranderung
G31D konnte dort bei zwei nicht verwandten Indexpatienten nachgewiesen werden.
Es fehlten jedoch weitere Angaben zu klinischen Daten und untersuchten Familien-
mitgliedern (130). In einer anderen zusammenfassenden Arbeit Uber bisher veroffent-
lichte Veranderungen im HNF-1a-Gen (MODY 3) ist die von uns beobachtete Veran-
derung ebenfalls genannt (131). In dieser Arbeit wird auf die Entstehungsmechanis-
men von Veranderungen eingegangen, die hier gefundene Veranderung G31D je-
doch nicht weiter diskutiert (131). Bei einer anderen Untersuchung an 36 Personen
mit renalen Tumoren wurde die Veranderung bei einer nicht-diabetischen 75-jahrigen
Frau ohne Diabetes in der Familienanamnese gefunden. Die beobachtete Verande-
rung konnte bei dieser Patientin im Tumorgewebe sowie in nicht vom Tumor be-
troffenen Proben nachgewiesen werden und stellt somit eine Keimbahnmutation dar.
Im Tumorgewebe konnte eine Deaktivierung des Wildtyp-Gens nicht nachgewiesen
werden. Bei Uber 200 gesunden franzdsischen Kontrollen wurde an dieser Position
keine Veranderung gefunden (132). In einer weiteren Ubersichtsarbeit Uber die Ver-
anderungen und Funktionsweisen der bekannten MODY Gene wird berichtet, dass
die hier gefundene Veranderung in sechs unabhangigen Familien nachgewiesen
wurde, ohne jedoch weitere Auswirkungen oder Hinweise zu Untersuchungen zu ge-
ben (133). Die Veranderung wird zusammenfassend als ,wahrscheinlich krankheits-
assoziierte Sequenzveranderung“ bezeichnet. Trotz der in der Literatur vorgenom-
menen Einschatzung als krankheitsassoziierte Veranderung bleiben durch das Vor-

kommen bei einer nicht an Diabetes erkrankten Patientin Zweifel an einer alleinigen
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Ursache fur die Entwicklung von MODY. Eine Segregationsanalyse konnte bisher

nicht durchgeflhrt werden.

4.2. Mutationsfrequenz und Modulation der Indikationskriterien

In den 90 molekulargenetisch untersuchten Fallen (aus 174 praselektierte Patienten)
wurden die von uns ursprunglich angesetzten Indikationskriterien/Auswahlkriterien
(siehe Punkt 2.2.1.) so moduliert bzw. geandert, dass eine vereinfachte Einteilung
nach Indikationskriterien zu einer annahernd 10%-igen Mutationsfrequenz beziglich
des MODY fuhrt.

In Tabelle 13 sind die erfassten MODY Falle aus der 70 untersuchten Patienten (pro-
zentual und absolut) dargestellt. Diese verteilen sich folgendermalen in den Grup-

pen der urspringlich festgelegten Indikationskriterien:

A B Cc

Anzahl Patienten 18 27 25
(méannlich/weiblich) 1 17 9 18 11 14

MODY-Mutationen 3 1 3
(Gesamt)
MODY-Mutationen 0 3 0 1 1 2
mannlich/weiblich
Mutationsrate 16,6% 3,7% 12%
MODY-Gesamt/Anzahl

Gesamt (%)

Tabelle 13: Zusammengefasste Darstellung der MODY -Mutationen (absolut, prozentual) in
Gruppen A-C (n=7)

Fur die Gruppe A (ED<26 Jahre) wurde eine Mutationsfrequenz von 16,6% bei drei
identifizierten MODY-Patientinnen (zwei MODY 1 Mutationen und eine MODY 2 Mu-
tation) aus 18 untersuchten Probanden (einer mannlich, siebzehn weibliche) ermittelt.
In dieser Indikationsgruppe erreichten wir eine Uber den Erwartungen liegende Muta-
tionsfrequenz. Diese Gruppe wurde fir eine 10%-ige Mutationfrequenz mdglicher-
weise zu streng definiert und kdnnte bezuglich der festgelegten Erstdiagnose weiter

gefasst werden.
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Fur die Gruppe B (Krankheitsbeginn/ED zwischen 26 und 36 Jahren, zusatzlich
schlanker Habitus oder ein Elternteil oder Kind an Diabetes erkrankt) wurde eine Mu-
tationsfrequenz von 3,7% bei einer identifizierten MODY 3 Patientin aus 27 unter-
suchten Probanden (9 mannlich, 18 weiblich) ermittelt. Diese Gruppe wurde flr eine
10%-ige Mutationfrequenz zu grof3zugig definiert und erfordert mehr Stringenz be-

zuglich der festgelegten Erstdiagnose und BMI.

Fur die Gruppe C (Krankheitsbeginn/ED nicht relevant, schlanker Habitus, zusatzlich
ein Elternteil oder Kind an Diabetes erkrankt) wurde eine Mutationsfrequenz von 12%
bei zwei identifizierten MODY 2 Patientinnen und einem MODY 3 Patient aus 25 un-
tersuchten Probanden (11 mannlich, 14 weiblich) ermittelt und liegt damit leicht ober-
halb der von uns angestrebten 10%-igen Mutationsfrequenz. Ziel ist auch hier mit
einer Veranderung des BMI-Indexes auf eine annahernd 10%-ige Mutationsfrequenz

zu kommen.

Die von uns festgelegten Indikationskriterien fihren in unserer Studie zu einer von
uns erwunschten 10%-igen Mutationsrate. Dabei wird eine MODY-Veranderung (Pa-
tient Nr.5, MODY 2) nicht erfasst, die bei einer geringen Uberschreitung des BMI-

Indexes (BMI=26,2) nur annahernd die Indikationskriterien der Gruppe C erflillt

4.2.1. Modulation und Diskussion der Ergebnisse in Gruppe A' und B’

Um eine vereinfachte Einteilung der Patienten nach Indikationskriterien zu erzielen,
die annahernd zu einer 10%-igen Mutationsfrequenz fuhren, wurden aus den drei
Gruppen (A, B, C) zwei neue Gruppen A' und B' gebildet. Nach Erstdiagnose und
BMI ergibt sich folgende Definition:

A'. Krankheitsbeginn unter 30 Jahren (ED<30).

Die neue Gruppe A' (ED<30) enthélt 27 Patienten (2 mannlich, 25 weiblich). In die-
ser Gruppe wurden drei MODY-Mutationen - Patient Nr. 1, 2 (MODY 1) und Patient
Nr. 3 (MODY 2) — erfasst und damit eine Mutationsfrequenz von 11,1% erzielt
(Tab.13). In dieser Gruppe zeigten die Patienten folgende Familienanamnese:

13 Patienten haben eine positive Familienanamnese ersten Grades (Vater, Mutter,
Sohn, Tochter haben Diabetes).
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6 Patienten haben in der Familienverwandtschaft eine Diabetes-Erkrankung (Grof3-
mutter, Grol3vater, Onkel, Tante, Bruder, Schwester, Cousin)

8 Patienten haben keine positive Familienanamnese bezuglich Diabetes.

B'. BMI<30

Die neue Gruppe B' (BMI<30) enthalt 48 Patienten (22 mannlich, 26 weiblich). In
dieser Gruppe wurden vier MODY-Mutationen - Patient Nr. 4, 5, 6 (MODY 2) und Pa-
tient Nr. 8 (MODY 3) — erfasst und damit eine Mutationsfrequenz von 8,33% erzielt
(Tab.13). In dieser Gruppe zeigten die Patienten folgende Familienanamnese:

35 Patienten haben eine positive Familienanamnese ersten Grades (Vater, Mutter,
Sohn, Tochter haben eine Diabetes-Erkrankung).

10 Patienten haben in der Familienverwandtschaft eine Diabetes-Erkrankung (Grol3-
mutter, Gro3vater, Onkel, Tante, Bruder, Schwester, Cousin).

3 Patienten haben keine positive Familienanamnese bezuglich Diabetes.

Modulation nach A A’ B

Anzahl Gesamt 27 48
(ménnlich/weiblich) 2 25 22 26

MODY -Mutationen (Gesamt) 3 4

MODY-Mutationen
mannlich/weiblich 0 3 1 3
Mutationsrate
MODY-Gesamt/Anzahl Ge- 11,1% 8,33%

samt (%)

Tabelle 14: Verteilung der Mutationen in den neuen Gruppen A'und B'

4.2.2. Vorschlag von modifizierten Indikationskriterien mit einer Mutati-
onsfrequenz von 10%

Nach der von uns retrospektiv durchgefihrten neuen Einteilung der 90 molekularge-
netisch untersuchten Patienten in Gruppe A' und B' wurden 75 Patienten mit 7
MODY-Veranderungen erfasst (Patient Nr. 1 bis 6 und Nr. 8), wobei die Familienan-
amnese nicht berlcksichtigt wurde. 64 Patienten (85,33%) haben eine Diabeteser-
krankung in der Familie — 48 Patienten (64,10%) haben eine Familienanamnese ers-
ten Grades (Vater, Mutter, Sohn, Tochter), 16 Patienten (21,33%) eine Familienan-

amnese in der Verwandtschaft (Gromutter, Grol3vater, Onkel, Tante, Bruder,
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Schwester, Cousin) - und 11 Patienten zeigen keine positive Familienanamnese be-
zuglich Diabetes. Die Mutationsrate liegt nach dieser Einteilung bei 9,33% und somit
annahernd einer der von uns ursprunglich festgelegten Indikationskriterien und er-
wlnschten Mutationsfrequenz von 10%. Dabei werden hier bis auf eine MODY 3
Veranderung (Patient Nr. 7) alle Mutationen erfasst, wobei die MODY 2 Veranderung
(Patient Nr. 5), welche in den Gruppen A, B, C nicht erfasst wurde, hier einbezogen
ist. Bei der nicht erfassten MODY 3 Veranderung handelt es sich um eine Mutation
bei der durch die Segregationsanalyse keine Krankheitsassoziation festgestellt wer-
den konnte. Die Patientin Nr. 7 leidet an einer Hyperinsulinamie mit einer Insulinre-
sistenz bei einer ED von 33 Jahre und einem BMI von 47,4. Die 15 nicht erfassten
Patienten (8 mannlich, 7 weiblich) zeigen insgesamt in 13 Falle eine positive Famili-
enanamnese ersten Grades (Vater, Mutter, Sohn, Tochter) bezlglich Diabetes, ein-
mal eine Familienanamnese in der Verwandtschaft und einmal keine positive Famili-
enanamnese. Bei dieser Einteilung der molekulargenetisch untersuchten Patienten
sollte nach der 30-30 Regel (ED<30, BMI<30) bei einer positiven Familienanamnese
bezlglich Diabetes eine molekulargenetische Untersuchung auf MODY 1, 2 und 3
durchgefuhrt werden. Es ist zu bedenken, dass die Erfassung der Familienanamne-
sen aufwendig und nicht immer aussagekraftig sein kann. Vor allem bei sehr kleinen
Familien, unbekannter Vaterschaft, frihem Tod der Eltern oder im Falle von Aussied-
ler welche keine genaue Angaben Uber die Verwandtschaft duRern kdnnen kann eine
Familienanamnesen schwierig sein. Eine Stammbaumanalyse sowie eine durch ei-
nen Facharzt fUr Humangenetik initiierte Segregationsanalysen fordert die Diabetes

Klassifikation in betroffenen Familien (66).

4.3. MODY und der "dynamische Glucose-Clamp " (dGC)

In unserer Studie wurden von den 90 genetisch untersuchten Patienten 44 zuvor mit
dem dynamischen Glucose-Clamp (dGC) untersucht, wobei bei drei Patienten eine
MODY-Veranderung festgestellt wurde. Bei den Patienten mit diagnostizierter
MODY-Veranderung (Patient Nr. 1, Patient Nr. 3 und Patient Nr. 7) wurde im dGC
eine Insulinresistenz festgestellt (= Ergebnisvariante Nr. 2, siehe Punkt 2.3.1). Durch
die dGC-Untersuchung ist es somit gelungen, im frGhen Erkrankungsstadium einen
MODY 2 und MODY 3 Diabetes zu identifizieren. Diese ware nach den allgemeinen
Diagnosekriterien nicht als Diabetes erkannt worden. Dies entspricht 25% der insge-

samt identifizierten MODY-Patienten in unserer Studie. Dem dGC kommt somit im
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Sinne einer rechtzeitigen Diagnosestellung eine hohe Bedeutung nicht nur in der fri-
hen Identifikation einer diabetologischen Stoffwechselstorung, sondern gleichzeitig
auch in der frihen Identifikation eines MODY-Diabetes zu. Durch den dGC erhalt der
Diabetologe eine genauere Information Uber die Betazellfunktion. Hierdurch kann

perspektivisch auch die Therapie verbessert werden.

54



5. Zusammenfassung

Die Diagnose die monogenen Formen des Diabetes die auch als MODY (maturity-
onset diabetes of the young) in Abgrenzung zum Typ-2 Diabetes oder auch Typ-1
Diabetes fallt haufig schwer (52). In der vorliegenden Studie wurden 90 Diabetes-
Patienten molekulargenetisch auf MODY 1, 2 und 3 untersucht. Diese 90 erfassten
Patienten wurden anhand aktueller Indikationskriterien (siehe 2.2.1.) aus dem ge-
samten Patientenkollektiv (n=2.772) selektiert. Bei den 90 molekulargenetisch unter-
suchten Patienten konnten 8 Veranderungen in MODY Genen (8,8%) (zweimal
MODY 1, viermal MODY 2 und zweimal MODY 3) festgestellt werden. Diese Varian-
ten wurden anhand aktuell veréffentlichen Daten auf den Krankheitswert hin interpre-
tiert und diskutiert. Aus 90 Patienten erflillten 70 genau die von uns im Punkt 2.2.1.
festgelegten Indikationskriterien. Die restlichen 20 Patienten erflllten mit einem
BMI<42 sowie einer fehlender Familienanamnese ersten Grades annahernd die von
uns festgelegten Indikationskriterien. In der Gruppe der 70 Patienten sind 7 der iden-
tifizierten MODY-Mutationen (ein Mann, sechs Frauen) enthalten. Dieses entspricht
der von uns in der Studie angestrebten Mutationsfrequenz von 10%. Die vorliegende
Studie zeigt damit, dass durch eine gezielte Selektierung der Patienten anhand Klini-
scher Parameter eine Identifizierung des MODY-Diabetes mdglich ist. Aus jedem
Kollektiv (Diabetes-Typ-1, Diabetes-Typ-2, Schwangerschaftsdiabetes) der Diabetes-
Erkrankungen konnten MODY Falle identifizieren werden. Zwei Mutationen waren
MODY 1 Falle, vier MODY 2 Falle und zwei MODY 3 Falle. Zwei der sieben abkla-
rungsbedurftigen Mutationen wurden durch eine Segregationsanalyse in der Familie
weiter untersucht (Patient Nr. 4, Patient Nr. 7). Damit konnte in einem Fall (Patient
Nr. 4, MODY-2) der Rlckschluss gezogen werden, dass diese Mutation wahrschein-
lich keinen Krankheitswert besitzt. Durch die Modulation der Indikationskriterien wur-
den retrospektiv die festgelegten Determinanten verandert und eine fur den praktizie-
renden Diabetologen vereinfachte 30-30 Regel herausgearbeitet. Daraus ergibt sich
die Empfehlung einer molekulargenetische Untersuchung eines Diabetes-Patienten
bei einer ED<30 und BMI<30, wenn eine positive Familienanamnese in der Familie
bezlglich Diabetes vorliegt. Durch diese neue Einteilung der Patienten erreichten wir
bei dann 75 erfassten Patienten insgesamt 7 MODY-Veranderungen und damit eine
Mutationsfrequenz von 9,33%, welche im von uns angestrebten Bereich liegt. Die

Erfassung einer diabetologischen Stoffwechselstérung mit dem dGC erhoht die

55



Wahrscheinlichkeit eine Diabetes-Erkrankung friihzeitig zu identifizieren und damit
auch eine frihzeitige Einleitung einer molekulargenetischen Untersuchung bezuglich
MODY. Durch den dCG konnten in dieser Studie 25% der MODY Falle identifiziert
werden. Diese waren durch die allgemeinen Diagnoseleitlinien nicht als Diabetes-
Patienten klassifiziert worden. Der Nachweis eines monogenen Diabetes in den be-
troffenen Familien fuhrt zu einer besseren Betreuung der Patienten und einer ada-
quaten Therapie. Der Ausschluss einer genetischen Veranderung schafft ebenfalls
Klarheit fur die betroffene Familie. Eine korrekte MODY-Diagnose mit einer Abgren-
zung vom Diabetes-Typ-1 und -Typ-2 sowie eine ausfuhrliche Aufklarung des Patien-

ten erscheint in einer diabetologischen Praxis besonders wichtig (134).
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6.2. Zusammenfassende Thesen zur Dissertationsarbeit

1. Wahrend die durch einen Autoimmunprozess ausgeldste Zerstorung der pankrea-
tischen Betazellen einen Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) hervorruft, fihren Sek-
retionsdefekte der Betazellen, Insulinresistenz und genetische Pradisposition zum
Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM).

2. Monogenetische Defekte fihren ebenfalls zu einer Dysfunktion der Beta-Zelle.
Diese Form des Diabetes ist unter der Abkurzung MODY (Maturity Onset Diabe-
tes of the Young) bekannt. In den letzten Jahren hat sich die Bezeichnung erbli-

cher Diabetes durchgesetzt.

3. MODY 1, MODY 2 und MODY 3 stellen die wichtigsten monogene Diabetes-
Formen dar. Mutationen im Glucokinasegen fihren zum MODY 2. Die Glucokina-
se spielt eine Schlusselrolle im Glucosestoffwechsel. Als Glucosesensor in den
Betazellen des Pankreas spielt sie eine wesentliche Rolle fir adaquate Insulin-
sekretion. Mutationen im HNF4a Gen fuhren zum MODY 1 und solche im HNF1a
Gen zum MODY3. HNF40 und HNF1a sind Transkriptionsfaktoren, die eine we-

sentliche Rolle in der Regulation von Genen des Glucosestoffwechsels spielen.

4. Genetische Untersuchungen werden in der diabetologischen Praxis bislang noch
selten durchgefuhrt. Daher wird ein erblicher Diabetes nicht selten als T1DM oder
T2DM falsch diagnostiziert und behandelt.

5. Um den erblichen Diabetes vom T1DM und T2DM zu unterscheiden, missen Se-

lektionskriterien festgelegt werden.

6. Alter der Erstdiagnose, BODY-Mass Index und die Familienanamnese sind wich-

tige Indikationskriterien fir eine genetische Charakterisierung.
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7. In dieser Arbeit wurde zur Praselektion von Patienten mit erblichem Diabetes ein
strukturierter Anamnesebogen erstellt in dem diese Kriterien berutcksichtigt wur-

den.

8. Fur die durchgefuhrte Studie wurden 90 Patienten selektioniert und auf MODY 1,
MODY 2 und MODY 3 untersucht. Bei 8 Patienten (sieben Frauen und ein Mann)
wurde ein erblicher Diabetes diagnostiziert, was 8,8 % der untersuchten Falle
entspricht (zweimal MODY 1, viermal MODY 2 und zweimal MODY 3). Die
MODY-Veranderungen wurden anhand aktuell veroffentlichen Daten auf den

Krankheitswert hin interpretiert und diskutiert.

9. Die 90 Patienten wurden anhand festgelegter Indikationskriterien aus dem ge-
samten Patientenkollektiv von 2.772 Patienten selektiert. Bei der Untersuchung
erflllten 70 Patienten die Indikationskriterien. In dieser Gruppe konnten 7 MODY-
Mutationen (ein Mann, sechs Frauen) identifiziert werden. Dies entspricht 10%

der untersuchten Falle.

10.Die dem erblichen Diabetes zugrunde liegende Mutation wurden zum Teil durch
Segregationsanalysen auf ihren Krankheitswert weiter untersucht. In einem

MODY 2 Fall konnte ein Krankheitswert dadurch nahezu ausgeschlossen werden.

11.In dieser Arbeit wurde zudem eine dynamische GlucoseClamp (dCG) Untersu-
chung zur prazisen Erfassung einer Betazellfunktionsstérung und Insulinresistenz

entwickelt.

12.Mit Hilfe des dCG ist es mdglich, friihzeitig eine Betazellfunktionsstérung zu iden-
tifizieren. In diesem Stadium liegt noch keine manifeste Hyperglykamie vor.

13.Durch den dCG konnten 25% der MODY Falle dieser Studie identifiziert werden.
Diese waren nach den allgemeinen Diagnoseleitlinien nicht als Diabetes-

Patienten klassifiziert worden.
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14.Durch die Modulation der von uns urspriunglich festgelegten Indikationskriterien
sowie die Durchfuhrung der dCG Untersuchung ergibt sich eine annahernd 10%-

ige Wahrscheinlichkeit, Mutationen in den MODY Genen zu identifizieren.

15.Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie kann folgende Empfehlung an den prakti-
zierenden Diabetologen gegeben werden: Eine molekulargenetische Untersu-
chung auf MODY 1, 2 und 3 ist bei einer ED<30 oder einem BMI<30 durchzuftih-

ren, wenn eine positive Familienanamnese bezuglich Diabetes vorliegt.

16.Eine rechtzeitige und sichere Diagnose des MODY-Diabetes ermdglicht dem Dia-
betologen eine langfristig adaquate Behandlung der betroffenen Patienten unter
Vermeidung von Spatkomplikationen sowie eine umfassende Familienberatung

bezuglich der genetisch determinierten Erkrankung.
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6.3. Abkiirzungen

A
Abb
Ak
Arg
AVK
ATP
BW
BZ

bzw.

Ca®*
PAX4
CEL
Cm
COPD
CTLA-4
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Diab.
DI
DNA
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ED
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Abbildung
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Carboxylester-Lipase
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Chronisch obstruktive pulmonale Erkrankung
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
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dynamischer GlucoseClamp
Diabetes
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GLUT-2
GOA
HbA1c
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HNF-1a
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Glucosetransporter
Gebuiihrenordnung fir Arzte
Glykiertes Hamoglobin
Histidin

Hepatic Nuclear Factor 1alpha
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Impaired Glucose Tolerance
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National Center for Biotechnology Information
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3'UTR
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6.5. Formulare

6.5.1. Auftrag Gentest ,,erblicher Diabetes (MODY)*

Auftrag Gentest ,erblicher Diabetes (MODY)“ Institut far
olekulare
Medizin
Bitte ausfiillen undfoder Aufkleber Pali;anlanbringen Institut fir Molekulare Medizin

Patient Name

Priv.-Doz. Dr. med. Peter Meyer
............................. . Facharzt fir Humangenetik
Patient Vorname Sperberstrale 2, 81827 Miinchen
Telefon (0 89) 45 54 66 66
peter.meyer@onkogenetik.de

Geburtsdatum

Krankenversicherung

Anfordernder Arzt / Praxismitarbeiter:

Name, Unterschrift

Telefonnummer

E-Mail Adresse Patient

Stempel anfordernde Klinik/Arztpraxis

— | E-Mail Adresse anfnrda-r;&etArzL(ﬁlLEingangshesﬁtigung_Auﬁtagjll;d Befund{_ B e e

Sonstige Mitteilungen

Analyseauftrag an das Institut fiir Molekulare Medizin, Miinchen:

Bitte ankreuzen!

Proben: Anzahl EDTA Blutproben: _ ; Volumen:a___ ml; Datum Abnahme:

Methode: Komplettsequenzierung zur Mutationssuche, MLPA zur Abklarung von Deletionen/Duplikat.
Indikation: Z. A. [ Verdacht auf erblichen Diabetes (MODY)

Gene: 0 MODY2 (GCK) 0 MODY3 (HNF1A) 0 MODY1 (HNF4A) O MODY5 (HNF1B)

0 pradiktive Diagnostik bei bekannter Mutation:

Klinische Angaben iiber den Patienten und seine Familie:

Grofe: cm Gewicht: kg Erkrankungsalter Diabetes: Jahre
HbA1c (3 letzte Werte): % % %
Datum, Wenrt Datum, Wert Datum, Wert
OGT: mg% mg% mg%
Datum Serum-Glukose initial nach 60 Minuten nach 120 Minuten
N
o i bl ox 0 ot L ¥ (.
Familienanamnese: 3.k bl vidtex & ts HD) )
In Bezug auf Diabetes Bitte alle Blutsverwandlen mit Diabetes eintragen. Bitle méglichst Erkrankungsalter und Diabeleslyp beschreiben.

Ich méchte, dass mein Blut zur Abklarung des Verdachtes auf eine erbliche Zuckerkrankheit genetisch unter-
sucht wird. Ich habe Zweck und Konsequenzen der Untersuchung verstanden und im Moment keine weiteren
Fragen. Nach Abschluss der Analyse Uibriges Probenmaterial Gbereigne ich hiermit gemaf? § 950 BGB an das
Institut fiir Molekulare Medizin (Miinchen). Dort diirfen die Proben und das Ergebnis des Gentests unbefristet
aufbewahrt und fiir Qualitdtssicherung und Forschung weiterverwendet werden.

Unterschrift Patient/in

Ont, Datum . Bei Minderjéhrigen der Erziehungsberechtigte

Das Institut flir Molekulare Medizin in Minchen nimmt regelméfig an qualitatssichernden MaBnahmen und Ringversuchen teil.
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6.5.2. Auftragsformular ,,.Segregationsanalyse*

Segregationsanalyse zu DNA570

(MODY; p.L315H)

Bitte ausfiillen und/oder Aufkleber Patient anbringen

Institut fir
Molekulare
Medizin

Institut fir Molekulare Medizin
Priv.-Doz. Dr. med. Peter Meyer
Facharzt fir Humangenetik

Sperberstralie 2, 81827 Minchen

Telefon (0 89) 45 54 66 66
peter.meyer@onkogenetik.de

Arzt:

Name, Unterschrift

Verwandtschaftsverhaltnis

Patient Name Patient Vorname
Geburtsdatum Krankenversicherung
Strae, Hausnummer PLZ, Ort

Telefonnummer E-Mail Adresse Patient
Dieser Patient ist der/die ........cccoevreveerncenicieicees von Max Mustermann.

Stempel Arztpraxis

Klinische Angaben iiber den Familienangehoérigen:

Behandlung:

Wurden Antikorper nachgewiesen:

GroRe: cm Gewicht: kg
HbA1c: % Niichtern-Glucose:
Datum, Wert Datum, Wert
OGT: mg% mg%
Datum Serum-Glukose initial nach 60 Minuten
Bei mir wurde bereits Diabetes festgestellt: O Ja O Nein
Wenn ja: Alter bei Diagnose ,,Diabetes”:

mg%

Datum, Wert

mg%

nach 120 Minuten

Jahre

GAD-AK? Inselzell-Ak, Insulin-Ak? IA2-Ak?

Sonstiges:

Keine? Insulin? Tabletten?

Ich méchte, dass mein Blut zur Abklarung einer erblichen Zuckerkrankheit genetisch untersucht wird. Ich habe
Zweck und Konsequenzen der Untersuchung verstanden und im Moment keine weiteren Fragen. Nach
Abschluss der Analyse ubriges Probenmaterial Ubereigne ich hiermit gemaR § 950 BGB an das Institut fur
Molekulare Medizin (Minchen). Dort diirfen die Proben und das Ergebnis des Gentests unbefristet aufbewahrt
und fur Qualitatssicherung und Forschung weiterverwendet werden.

Unterschrift Patient/in

Ort, Datum

Bei Minderjahrigen der Erziehungsberechtigte

Das Institut fir Molekulare Medizin in Miinchen nimmt regelmaRig an qualitdtssichernden MaRnahmen und Ringversuchen teil.
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