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Zusammenfassung 

In den vergangenen Jahrzehnten haben sich in den entwickelten Industrienationen Über-

gewicht und Adipositas sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern und Jugendlichen 

epidemisch ausgebreitet. Der Anteil vor allem der Kinder und Jugendlichen, die extrem adipös 

sind, nimmt weiterhin stetig zu. Da eine extreme Adipositas bei Kindern und Jugendlichen mit 

sehr hoher Wahrscheinlichkeit auch im Erwachsenenalter erhalten bleibt, sind nicht nur die 

zunehmend physischen und psychischen Beeinträchtigungen der heute übergewichtigen 

Kinder für die Zukunft vorprogrammiert. Auch die Kosten, die durch Adipositas verursachte 

Krankheiten entstehen, werden zukünftig ansteigen. Die präzise Einstellung des Körper-

gewichts auf einen genetisch ko-determinierten „Setpoint“ über längere Lebensperioden 

erfolgt durch ein komplexes Netzwerk von Regelkreisen, die die Energiehomöostase 

beeinflussen. Der weltweite Anstieg der Adipositasprävalenz begründet sich in einem 

veränderten Ernährungs- und Bewegungsverhalten auf der Grundlage einer bestehenden 

genetischen Prädisposition zu Adipositas.  

Eine Bestrebung der Adipositasforschung ist es, Gene zu identifizieren, die entscheidend an 

der Regulation des Körperwichts, über die Beeinflussung des Ernährungs- und Bewegungs-

verhaltens sowie der Energiehomöostase, beteiligt sind. Eine genetische Variabilität dieser 

Gene bzw. von Sequenzen, die diese Gene regulieren, können zu einer genetischen Prädispo-

sition zu Adipositas beitragen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde das Kandidatengen Rezeptor 1 des Melanin-konzentrierenden 

Hormons (MCHR1) untersucht. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Relevanz des 

MCHR1 für die Regulation der Energiehomöostase und der Gewichtsregulation zu 

analysieren. In diesem ersten bislang beschriebenen Mutationsscreen wurden 13.379 bp des 

MCHR1-Locus bei extrem adipösen Kindern und Jugendlichen mittels Einzelstrang-

Konformations-Analyse (SSCP), denaturing high-performance liquid chromatography (dHPLC) 

und Sequenzierung gescreent. Innerhalb der mutmaßlichen kodierenden Sequenz (CDS) 

wurden 11 seltene Varianten (Allel-Frequenz <1 %) sowie die SNPs rs133072 (G/A) und 

rs133073 (T/C) identifiziert. In den 5’- und 3’-Regionen wurden zusätzlich 18 SNPs identifi-

ziert, wovon 8 zuvor noch nicht bekannt waren. Die beiden SNPs in der CDS wurden mittels 

Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismen (PCR-RFLP), SSCP bzw. allelspezifischen 

Amplifikationen (Tetra-Primer ARMS-PCR) in umfangreichen und unabhängigen Studien-

gruppen mit deutschen adipösen Kindern und Jugendlichen, über-, normal- und untergewich-

tigen erwachsenen Kontrollen genotypisiert. In weiterführenden Analysen konnten sowohl 

eine Assoziation des A-Allels des SNP rs133072 und C-Allels des SNP rs133073 mit 
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Adipositas als auch deren überzufällig häufigere Transmission von den Eltern an ihre Kinder 

festgestellt werden. Die Genotypisierung weiterer 14 SNPs aus dem re-sequenzierten Bereich 

des MCHR1 und zusätzlich von 2 SNPs in etwa 12 bzw. 20 kb Entfernung 3’ des MCHR1 

sowie 2 SNPs in etwa 25 bzw. 41 kb Entfernung 5’ des MCHR1 bei adipösen Kindern und 

Jugendlichen ergab für mehrere dieser SNPs eine Assoziation und ein Transmissions-Un-

gleichgewicht. Dieser mit Adipositas assoziierte Haplotyp des MCHR1 umfasst das A-Allel 

des SNP rs133072, der mutmaßlich zu einer Missense-Mutation (D32N) am N-Terminus des 

422 Aminosäuren-MCHR1 führt.  

Die Bestimmung der Rezeptor induzierten Inositol-Phosphat-Bildung ergab, dass MCH in 

COS-7 Zellen, die Asn32-MCHR1 (entspricht dem mit Adipositas assoziierten A-Allel; EC50: 

10,3 nM ± 9,0) transient exprimieren, im Vergleich zu Asp32-MCHR1 (EC50: 183,9 nM ± 

33,2) ein leistungsfähigerer Agonist ist. In einem Promoter-Luziferase-Assay wurde eine 

Hochregulierung des mit Adipositas assoziierten MCHR1 Haplotyps detektiert. Das relative 

Risiko, Adipositas zu entwickeln, ist für adipöse Individuen mit einem BMI ≥ 90. Perzentile 

mit 1,51 für heterozygote und 1,95 für homozygote Träger des A-Allels (Asn32) gering. Das 

attributable Risiko des A-Allels für Adipositas ist dagegen aufgrund der hohen Frequenz des 

SNP rs133072 mit 24 % hoch.  

Zwei weitere deutsche Studiengruppen, die am SNP rs133072 genotypisiert worden sind, um 

die initialen Befunde zu bestätigen, zeigten einen Trend zu einer Assoziation mit Adipositas. 

Bei der Genotypisierung des SNP rs133072 in dänischen, französischen und amerikanischen 

Studiengruppen konnten die Assoziation bzw. das Transmissions-Ungleichgewicht nicht 

bestätigt werden. Aus den vorliegenden Daten kann hypothetisch geschlussfolgert werden, 

dass die Assoziation und das Transmissions-Ungleichgewicht des MCHR1 Haplotyps mit 

Adipositas nur für die frühmanifeste Adipositas unter der Annahme eines besonderen 

genetischen und/oder Umwelt-Hintergrundes zutreffend ist.  
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1 Einleitung 

Die Prävalenz für Adipositas bei Kindern ist in den vergangenen Jahrzehnten weltweit stark 

angestiegen. Die extreme Adipositas ist zum Hauptgesundheitsproblem bei Kindern in den 

entwickelten Industrienationen aber auch in anderen Regionen der Welt geworden. Adipositas 

zieht eine Reihe von Folgeerkrankungen nach sich und geht mit erhöhter Morbidität und 

Mortalität einher. Übergewicht im Kindesalter kann Krankheiten des Atmungs- und Herz-

Kreislauf-Systems, des endokrinen und renalen Systems, des Halte- und Stützapparates, des 

Gastrointestinaltraktes sowie Störungen auf psychosozialer Ebene verursachen (Übersicht 

Ebbeling et al. 2002). 

Das Körpergewicht des Menschen ist ein komplex regulierter Phänotyp. Die Energie-

homöostase - Balance zwischen Energieaufnahme und -verbrauch - ist beim Menschen über 

längere Lebensperioden bemerkenswert präzise und gewährleistet bei den meisten Menschen 

ein weitgehend stabiles Körpergewicht. Eine länger fortbestehende Störung dieses Gleich-

gewichts führt jedoch entweder zu Adipositas oder Untergewicht. 

Die Energiehomöostase wird durch Faktoren wie z. B. Hunger und Sättigung über ein 

komplexes Netzwerk von hypothalamischen Neuropeptiden sowie peripheren Molekülen 

reguliert. Hierbei zirkulieren im Blut Mediatoren (z. B. Leptin), die den Körperfettgehalt 

widerspiegeln. In Magen, Darm und Pankreas finden sich weitere periphere Moleküle (z. B. 

Ghrelin, CCK, PYY und PPY), die u. a. in Abhängigkeit von dem Füllungszustand des 

Gastrointestinaltraktes bzw. der Verdauungstätigkeit wirksam werden. Die neuralen, 

hormonellen und metabolischen Signale aus der Peripherie werden über hypothalamische 

neuronale Rezeptoren weitergeleitet und rufen damit entsprechende kurzfristige metabolische 

Antworten und Verhaltensänderungen, wie die Nahrungsaufnahme hervor (Übersicht Barsh 

und Schwartz 2002). 

1.1 Adipositas 

1.1.1 Einteilung in Gewichtsklassen: Der Body Mass Index und die Altersperzentilen 

Das Körpergewicht kann nicht als isolierte Größe betrachtet werden. Es ist altersabhängigen 

Schwankungen unterworfen sowie u. a. abhängig von der Körpergröße und dem Geschlecht. In 

der modernen Epidemiologie wird der Body-Maß-Index (BMI) als Maß für das relative Gewicht, 

das körperhöhenbereinigt ist, angenommen. Er ist definiert als: BMI = Körpergewicht (kg)/Kör-

pergröße (m)2. Der BMI weist eine hohe Korrelation mit dem Körpergewicht, jedoch eine sehr 
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niedrige Korrelation mit der Körpergröße auf (Watson et al. 1979). Der BMI korreliert hoch 

mit der Fettmasse (Dietz und Robinson 1998; Killeen et al. 1978; Deurenberg et al. 1991). 

Somit kann der BMI als ein einfach zu bestimmendes und relativ zuverlässiges Maß zur 

Abschätzung der Fettmasse bei übergewichtigen und adipösen Probanden herangezogen 

werden (Hebebrand et al. 1994). Die verschiedenen Gewichtsklassen werden entsprechend den 

BMI-Werten definiert (siehe Tab. 1-1). 

 

Tab. 1-1: BMI-Gewichtsklassen für 
Erwachsene (WHO 1998) 

Gewichtskategorie BMI (kg/m2) 

Untergewicht < 18,5 
Normalgewicht 18,5 – 24,9 
Übergewicht/ 
   Präadipositas 25,0 – 29,9 

Adipositas/ 
   Schweregrad I 30,0 – 34,9 

Adipositas/ 
   Schweregrad II 35,0 – 39,9 

Adipositas 
    Schweregrad III ≥ 40,0 

Tab. 1-2: BMI-Altersperzentilen für 
verschiedene Gewichtsklassen 
(nach Hebebrand et al. 1994) 

Gewichtsklasse Perzentile 

Untergewicht ≤ 15. 
Adipositas 85. – 94,9. 

extreme Adipositas ≥ 95. 
 
 
 
 
 

 

Abb. 1-1: BMI-Perzentilen für Mädchen im Alter von 0-18 Jahren (nach Kromeyer-Hauschild 
et al. 2001). 
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Jedoch ist die Einteilung in Gewichtsklassen ohne Berücksichtigung des Alters wenig sinnvoll. 

Besonders im Kindes- und Jugendalter unterliegen die Anteile des Körperfetts und der 

fettfreien Masse und damit der BMI altersabhängigen Schwankungen (Gray et al. 1989). 

Ebenso bleiben bei der Verwendung des BMI geschlechtsspezifische und kulturelle 

Unterschiede unberücksichtigt. Aus diesem Grund wurden geschlechtsabhängige BMI-Alters-

perzentilenkurven für verschiedene Populationen ermittelt (s. Abb. 1-1). Diese ermöglichen es, 

den errechneten BMI eines jeden Menschen in Bezug zur jeweiligen geschlechtsspezifischen 

Alterspopulation zu setzen (s. Tab. 1-2; Hebebrand et al. 1994). 

1.1.2 Definition Adipositas  

Unter Adipositas versteht man einen, aufgrund einer positiven Energiebilanz entstandenen 

überdurchschnittlichen Anteil der Fettmasse an der Gesamtkörpermasse (Gesamtkörper-

gewicht = Fettmasse + fettfreie Masse) eines Individuums. Für die Einteilung der Adipositas 

in verschiedene Schweregrade und damit die Abschätzung der gesundheitlichen Gefährdung 

wird der BMI verwendet (s. u. 1.1.1). Adipositas liegt bei einem BMI > 30 bzw. > 85. 

Perzentile und extreme Adipositas bei einem BMI ≥ 40  bzw. ≥ 95. Perzentile vor (Hebebrand 

et al. 1994; WHO 1998). Im Kindes- und Jugendalter werden gemäß den Richtlinien der 

Arbeitsgemeinschaft Adipositas im Kindes- und Jugendalter die 90. und 97. BMI-Perzentile 

zur Definition dieser beiden Gewichtsklassen herangezogen (Kromeyer-Hausschild et al. 2001; 

http://www.a-g-a.de; http://www.mybmi.de). Eine genauere Quantifizierung des Aus-

prägungsgrades insbesondere der extremen Adipositas kann durch die Verwendung der 

Standard-deviation-Scores (SDS-Werte) erzielt werden. BMI-SDS-Werte drücken aus, wie 

stark die Standardabweichung eines individuellen BMI von dem bevölkerungsbezogenen 

Durchschnitt abweicht (Cole und Green 1992). 

1.1.3 Prävalenz, Folgestörungen und Ursachen der Adipositas 

Von 1988 bis 1994 waren in den USA 20 % der Kinder im Alter von 12 bis 17 Jahren 

übergewichtig (> 85. Perzentile des BMI) und 8 % bis 17 % adipös (> 95. Perzentile des 

BMI). Unter den 6- bis 12-jährigen Kindern waren mehr als 10 % übergewichtig. Für Groß-

britannien wurde im Jahr 1996 eine ähnliche Verteilung festgestellt (Übersicht Segal und 

Sanchez 2001). Die Prävalenzraten der kindlichen Adipositas stiegen in den USA über einen 

Zeitraum von 25 Jahren um das 2,3- bis 3,3-fache, in England über 10 Jahre um das 2,0- bis 

2,8-fache (Übersicht Ebbeling et al. 2002). In Deutschland war die säkulare Gewichtszunahme 

bei Schulanfängern (Herpertz-Dahlmann et al. 2003), bei stationär behandelten adipösen 

Kindern und Jugendlichen (Barth et al. 1997) und bei gemusterten 19-Jährigen (Jaeger et al. 

2001) jeweils im obersten Gewichtsbereich besonders ausgeprägt. 
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Jugendliche mit extremer Adipositas (≥ 180 % vom Idealgewicht) sind überwiegend auch als 

Erwachsene adipös. Etwa 50-60 % aller extrem adipösen Erwachsenen (≥ 180 % vom Ideal-

gewicht) waren bereits als Kinder adipös (Strauss 1999). Die Wahrscheinlichkeit für das Fort-

bestehen der Adipositas ist abhängig vom Eintrittsalter des Übergewichts. Bei Übergewicht im 

Alter von < 3 Jahren ist kaum eine Aussage über den BMI im Erwachsenenalter möglich. Bei 

den Kindern bis zu einem Alter von 5 Jahren erlaubt der elterliche BMI eine bessere Vorher-

sage als der kindliche BMI. So hat ein dünnes Kind im Alter von < 5 Jahren ein > 13-faches 

Risiko, adipös zu werden, wenn beide Eltern adipös sind. Im Gegensatz dazu hat ein 10- bis 

14-jähriges adipöses Kind ein 22,3-fach erhöhtes Risiko einer Adipositas im Erwachsenenalter, 

auch wenn beide Eltern dünn sind (Whitaker et al. 1997; Übersicht Yanovski 2001). 

Das gesundheitliche Risiko durch Übergewicht steigt ab einem BMI von 25 kg/m2 leicht, ab 

einem BMI ≥ 30 kg/m2 stark bzw. ab einem BMI ≥ 40 kg/m2 deutlich an (WHO 1998). 

Aufgrund des weltweiten Anstiegs der Zahl der übergewichtigen Kinder, Jugendlichen und 

Erwachsenen verbunden mit den gesundheitlichen Komplikationen muss von epidemischen 

Ausmaßen gesprochen werden. Derzeit trägt Adipositas zu 300.000 Todesfällen pro Jahr in 

den USA bei und die Kosten, die durch Adipositas verursachte Krankheiten bei Erwachsenen 

entstanden, erreichten 60 Milliarden $/pro Jahr (Übersicht Segal und Sanchez 2001). 

Besonders bei extrem adipösen männlichen Jugendlichen, ergibt sich als Folge der Adipositas 

eine erhöhte Mortalitätsrate, wobei insbesondere Hypertonie, kardiovaskuläre Erkrankungen 

und Diabetes mellitus Typ II zu nennen sind. Dieses erhöhte gesundheitliche Risiko der früh-

manifesten Adipositas bleibt auch unabhängig vom Fortbestehen der Adipositas im Erwach-

senenalter erhalten (Must et al. 1992). Die erhöhte Beanspruchung der Gelenke im Rahmen 

einer Adipositas zieht häufig orthopädische Komplikationen nach sich. Psychiatrische Störun-

gen sind bei Jugendlichen mit extremer Adipositas ausgesprochen häufig (Britz et al. 2000).  

Adipositas ist eine komplexe multifaktorielle Erkrankung, die aus dem Zusammenspiel von 

Umwelt- und genetischen Faktoren resultiert. Der weltweite Anstieg der Adipositasprävalenz 

im Kindes-, Jugend- und Erwachsenenalter in den vergangenen Jahrzehnten kann unter 

anderem auf den stark veränderten Lebensstil, wie die verminderte körperliche Aktivität, 

veränderte Nahrungszusammensetzung, zunehmende Energiedichte der Nahrung, die zuneh-

mend größeren Mahlzeitenportionen etc. zurückgeführt werden (Übersicht Segal und Sanchez 

2001; Übersicht Ebbeling et al. 2002). 

Auch genetische Faktoren haben einen starken Einfluss auf die individuelle Prädisposition, 

Adipositas zu entwickeln. Aus evolutionsbiologischer Sicht war ursprünglich eine genetische 

Disposition für Adipositas vermutlich von Vorteil, da sie Menschen in Perioden mit 



E i n l e i t u n g :  1 . 1  A d i p o s i t a s  7 

Nahrungsmangel bessere Überlebenschancen verschaffen konnte. Dadurch konnten sich die 

entsprechenden „sparsamen“ Genotypen ausbreiten. Erst in den letzten Jahrzehnten wirkte 

sich aufgrund der dauerhaften Verfügbarkeit hochkalorischer Nahrung und dem verringerten 

Bewegungsverhalten in den westlichen Industrienationen die Veranlagung zur Adipositas für 

den Menschen nachteilig aus („thrifty genotype hypothesis“; Neel 1962). Die in den letzten 30 

Jahren zunehmende psychosoziale Stigmatisierung adipöser Individuen hat mutmaßlich zu 

einer selektiven Partnerwahl („assortative mating“) geführt. Bei einer polygenen Vererbung 

der Adipositas könnte dies eine quantitativ höhere Belastung der Nachkommen mit prädispo-

nierenden Allelen nach sich ziehen und damit den Ausprägungsgrad insbesondere der 

extremen Adipositas von Generation zu Generation ansteigen lassen (Hebebrand et al. 2000). 

Somit könnten Lebensstilveränderungen auf dem Hintergrund der genetischen Prädisposition 

für Adipositas eine Erklärung für die epidemische Ausbreitung von Übergewicht und 

Adipositas bei Kindern und Jugendlichen sein.  

Aufgrund einer longitudinal untersuchten Zwillingsstichprobe wird vermutet, dass die gene-

tischen Faktoren, die im Alter von 20 Jahren den BMI beeinflussen, nur zu 30 % mit denen 

überlappen, die im Alter von 48 bzw. 63 Jahren von Bedeutung sind. Im Alter von 48 bzw. 63 

Jahren sind weitgehend die gleichen Gene relevant (Fabsitz et al. 1992). 

1.2 Genetische Determination des Körpergewichts 

1.2.1 Formalgenetische Befunde  

Die Varianz des Körpergewichts kann als ein komplexer multifaktorieller Phänotyp aufgefasst 

werden. Dieser wird durch das Zusammenspiel von genetischen Faktoren und Umwelt-

einflüssen determiniert. Zu den Umwelteinflüssen zählen u. a. Verhaltensweisen, kulturelle 

Faktoren und sozioökonomische Faktoren (Übersicht Hebebrand und Remschmidt 1995). 

Ergebnisse der Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien 

Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien legen eine Beeinflussung des Phänotyps Körper-

gewicht und damit der Adipositas durch genetische Faktoren nahe (Übersicht Bouchard und 

Perusse 1993; Übersicht Hebebrand et al. 1998; Übersicht Maes et al. 1997). Die Heritabilitäts-

schätzungen unterscheiden sich jedoch zwischen diesen Ansätzen des Studiendesigns. Aus 

Zwillingsstudien ergibt sich die Schätzung, dass genetische Faktoren 60-90 % der Varianz des 

BMI erklären (Übersicht Maes et al. 1997). Stunkard et al. (1990) zeigten in einer Zwillings-

studie mit gemeinsam und getrennt aufgewachsenen eineiigen Zwillingen, dass gemeinsam 

erlebte Umwelteinflüsse nur einen sehr geringen Einfluss auf den BMI ausübten, 
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Umwelteinflüsse jedoch, die getrennt erfahren wurden, beeinflussten den BMI deutlich. 

Unabhängig davon, ob die Zwillingspaare getrennt oder zusammen aufwuchsen, betrug die 

Intrapaar-Korrelation des BMI etwa 0,7 (Stunkard et al. 1990). Ebenso zeigten Adoptions-

studien, dass das gemeinsame Aufwachsen von Adoptivkindern und ihren Adoptiveltern 

keinen bzw. nur einen geringen Effekt auf das Körpergewicht hatte und damit genetische 

Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf die Varianz des BMI haben (Stunkard et al. 1986). 

Auch in Familienstudien wurde gezeigt, dass der elterliche BMI mit dem der Kinder 

korrelierte (Übersicht Bouchard und Perusse 1993; Übersicht Hebebrand und Remschmidt 

1995). Teilweise konnten höhere Mutter-Kind-Korrelationen als Vater-Kind-Korrelationen 

gefunden werden. Die Geschwister-Korrelationen für den BMI lagen im Allgemeinen 

geringfügig über den Eltern-Kind-Korrelationen (Übersichten Hebebrand et al. 1998, 2001). 

1.2.2 Tiermodelle 

1.2.2.1 Monogen rezessive und dominante Formen der Adipositas  

In monogenen Mausmodellen werden verschiedene Mutationen in jeweils einem Gen als 

Ursache für eine massive Adipositas angesehen. Diese Tiermodelle bieten wichtige Einsichten 

in die komplexen endokrinen und metabolischen Regulationsmechanismen des Körper-

gewichts, obwohl sie nur bei einem vergleichsweise geringen Anteil der Tiere den Phänotyp 

erklären. Es gibt bislang eine dominant-vererbte (Agouti-Maus) und acht autosomal rezessiv 

vererbte Formen der Adipositas (diabetes db-Maus, fatty liver dystrophy fld-Maus, fat-Maus, Otsuka 

Long-Evans Tokushima fatty OLETF-Ratte, little-Maus, obese ob-Maus, tubby tub-Maus und 

Mahogany-Maus; s. Tab. 1-3). Das obese- bzw. ob-Gen kodiert für Leptin, ein Hormon, welches 

über die Bindung an den Leptin-Rezeptor die Nahrungsaufnahme durch Hemmung des 

Appetits negativ reguliert. Zwei unterschiedliche Mutationen im Exon bzw. Intron des ob-

Gens verhindern die Bildung des biologisch aktiven Leptins und führen somit zur Ausbildung 

eines extrem adipösen Phänotyps (Zhang et al. 1994). 



Ein l e i t u n g :  1 . 2  G e n e t i s c h e  D e t e rm i n a t i o n  d e s  K ö r p e r g ew i c h t s  9 

Tab. 1-3: Monogene Formen der Adipositas im Mausmodell 

Maus- Maus Mensch Referenzen 

Modell Chr Gen Erbgang Chr Gen Genprodukt  

Diabetes 
(db) 4 Lepr rezessiv 1p31 LEPR Leptin-Rezeptor Chen et al. 1996; 

Tartaglia et al. 1995 
Fatty liver 
dystrophy 
(fld) 

12 Lpin1 rezessiv 2p21 LPIN1 Lipin Peterfy et al. 2001 

Fat (fat) 8 Cpe rezessiv 4q32 CPE Carboxy-peptidase 
E Naggert et al. 1995 

OLETF 5 Cckar rezessiv 4p15.2-
p15.1 CCKAR Cholecystokinin-

Rezeptor A 
Funakoshi et al. 1993; 
Schwartz et al. 1999 

Little 11 Gh rezessiv 17q24.1 GH Growth hormone Donahue und Beamer 
1993 

Obese (ob) 6 Lep rezessiv 7q31.3 LEP Leptin Zhang et al. 1994 

Tubby (tub) 7 Tub rezessiv 11p15.5 TUB Insulin-signaling 
protein 

Kleyn et al. 1996; 
Noben-Trauth et al. 
1996 ;                 
Kapeller et al. 1999 

Mahogany 
(mg) 2 Atrn rezessiv 20p13 ATRN Attractin Nagle et al. 1999;  

Gunn et al. 1999 
Agouti 
Yellow (Ay) 2 Ay dominant 20q11.2

-q12 ASIP Agouti signaling 
protein 

Bultmann et al. 1992; 
Wilson et al. 1995 

Quelle: Übersicht Chagnon et al. 2003 

1.2.2.2 Transgene Mausmodelle 

In transgenen Mäusen wurden im Gegensatz zu den o. g. durch Spontanmutationen 

entstandenen, monogenen Mausmodellen bekannte zentral oder peripher exprimierte Gene 

gezielt ausgeschaltet (Knockout-Mäuse) oder hochreguliert. Ziel ist es hierbei, durch Beobach-

tung der physiologischen Auswirkungen der Blockierung, Hypothesen zur Funktion des 

betreffenden Gens, z. B. an der Gewichtsregulation, bestätigen zu können. Es gibt mehrere 

verschiedene transgene Mausmodelle für den Phänotyp Adipositas.  

Die Melanokortin-4-Rezeptor defiziente Maus (MC4R) ist adipös. Sie ist Beispiel für eine 

Knockout-Maus eines Gens, das für einen hypothalamischen Rezeptor kodiert, welcher ein 

anorexigenes Neuropeptid - das α-Melanozyten-stimulierende Hormon (α-MSH) - bindet 

(Huszar et al. 1997). Die erwachsenen homozygoten männlichen Mutationsträger waren 

durchschnittlich 50 % schwerer als die Wildtyp-Kontrollen. Die erwachsenen homozygoten 

weiblichen Tiere waren sogar doppelt so schwer wie die Kontroll-Tiere. Heterozygote 

weibliche MC4R-Mutationsträger lagen mit der Ausprägung des Körpergewichts zwischen den 

Wildtyp-Formen und den homozygot MC4R defizienten Mäusen.  
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Bei der Ausschaltung des MCHR1, das für einen Rezeptor kodiert, welcher ein orexigenes 

Neuropeptid – das Melanin-konzentrierende Hormon (MCH) - bindet, war ein signifikanter 

Gewichtsverlust und ein verminderter Körperfettgehalt zu beobachten. Hierbei war der Effekt 

bei den männlichen Mchr1-/- Mäusen stärker ausgeprägt (Chen et al. 2002; s. u. 1.6.5.2). 

1.2.2.3 Polygene Tiermodelle  

Polygene Tiermodelle können Einsichten in die Physiologie des Menschen geben, da 

Adipositas selten durch Mutationen in einem einzigen Gen sondern eher durch Mutationen in 

mehreren Genen verursacht wird, demnach einen polygen verursachten Phänotyp darstellt. 

Mittels chromosomaler Kartierung von „quantitative trait loci“ (QTL) können chromosomale 

Regionen – Loci mit messbarem, wenn auch geringem Einfluss auf die Merkmalsausprägung – 

festgestellt und kartiert werden. Ein gewisser prozentualer Anteil der phänotypischen Varianz 

(Fettgehalt, Gewicht, BMI etc.) kann mit dem entsprechenden QTL erklärt werden. Mit 

polygenen Tiermodellen können somit auch Gene identifiziert werden, die eher einen geringen 

aber wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung des Phänotyps Adipositas ausüben. Es sind 

bislang 168 QTLs beim Tier bekannt, die mit Körpergewicht oder Körperfettgehalt gekoppelt 

sind (Übersicht Chagnon et al. 2003). Durch die Identifizierung der den QTL entsprechenden 

homologen Regionen beim Menschen sind Regionen im humanen Genom bekannt, in denen 

ein oder mehrere Gene lokalisiert sein können, die zur Ausprägung des Phänotyps Adipositas 

beitragen. 

1.2.3 Humane Befunde 

1.2.3.1 Monogen rezessive Formen der humanen Adipositas 

Auch beim Menschen sind seltene autosomal-rezessive Formen der Adipositas bekannt. Dazu 

zählen bestimmte seltene Mutationen in den Leptin-, Leptin-Rezeptor-, Prohormon-Convertase-I-, 

Pro-opiomelanocortin- und Sim1-Genen (Jackson et al. 1997; Montague et al. 1997; Krude et al. 

1998; Strobel et al. 1998; Clément et al. 1998; Ozata et al. 1999; Holder et al. 2000; Übersicht 

Chagnon et al. 2003). Allen 5 Formen ist gemeinsam, dass neben der durch Hyperphagie 

hervorgerufenen frühmanifesten Adipositas andere klinische, meist endokrinologische Symp-

tome zu beobachten waren (Übersicht Hebebrand et al. 1998). In einer pakistanischen Familie 

wurde bei Cousine und Cousin, deren Eltern blutsverwandt waren, sowie bei einem dritten 

Kind pakistanischer Herkunft eine homozygote Basenpaar-Deletion in der kodierenden 

Region des Leptin-Gens identifiziert (Montague et al. 1997; Farooqi et al. 1999, 2002). Diese 

Mutation führt zu einer Verschiebung des DNA-Leserasters und damit zu einem 
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funktionslosen Hormon, das nicht in die Blutbahn gelangt und damit nicht an den Leptin-

Rezeptor binden kann. Da das in den Adipozyten gebildete Leptin über den Leptin-Rezeptor 

im Hypothalamus den Appetit hemmt, fehlten bei den drei pakistanischen Kindern mit dem 

defekten Leptin die appetithemmenden Signale. Eine ausgeprägte Hyperphagie führte bei den 

homozygoten Trägern dieser Mutation zur Ausbildung einer frühmanifesten extremen 

Adipositas. Die heterozygoten Eltern des Cousins und der Cousine waren phänotypisch 

unauffällig. Die drei morbid adipösen Kinder wurden mit einer täglichen subkutanen Gabe 

von rekombinant hergestelltem Leptin bis zu 4 Jahren lang mit anhaltend positiven Effekten 

auf den Appetit, die Fettmasse, die Hyperinsulinämie und Hyperlipidämie erfolgreich thera-

piert (Montague et al. 1997; Farooqi et al. 1999, 2002). In der kodierenden Region des Leptin-

Gens wurde eine weitere Mutation bekannt, die ebenso zur Ausprägung der Adipositas führte 

(Strobel et al. 1998; Ozata et al. 1999). Eine Mutation in dem Leptin-Rezeptor-Gen (Clément et 

al. 1998), drei Mutationen im Pro-opiomelanocortin-Gen (Krude et al. 1998; Übersicht Krude und 

Grüters 2000), eine Mutation im Prohormon-Convertase-I-Gen (Jackson et al. 1997) als auch ein 

Bruch im Sim1-Gen aufgrund einer Translokation (Holder et al. 2000) führten zur Ausprägung 

einer frühmanifesten extremen Adipositas. Diese Mutationen sind sehr selten und erklären 

damit nicht die Genese der allgemeinen, sich epidemisch ausbreitenden Adipositas. 

1.2.3.2 Monogen dominante Formen der humanen Adipositas 

Im humanen Melanokortin-4-Rezeptor-Gen wurden bislang fünf Frameshift- und Nonsense-

Mutationen beschrieben, die zu einer Haploinsuffizienz des MC4R führen. Es wird von einem 

Hauptgeneffekt und damit von einer autosomal dominant vererbten Form der Adipositas 

beim Menschen ausgegangen (Vaisse et al. 1998, 2000; Yeo et al. 1998; Hinney et al. 1999; 

Farooqi et al. 2000; Jacobson et al. 2002). Bei 1.681 adipösen Individuen, deren MC4R voll-

ständig gescreent wurde, beträgt die Häufigkeit dieser 5 Mutationen 0,65 %, während keine 

davon bei normalgewichtigen Personen gefunden werden konnte (Hinney et al. 2003). Träger 

dieser Haploinsuffizienz-Mutationen haben eine oft extreme Adipositas, weisen jedoch im 

Gegensatz zu den oben beschriebenen Trägern rezessiver Formen der Adipositasmutationen 

keine weiteren klinischen und endokrinologischen Auffälligkeiten auf.  

Weltweit konnten bereits über 40 Missense-Mutationen in dem Melanokortin-4-Rezeptor-Gen 

identifiziert werden, die als funktionell relevant eingestuft wurden, da sie in pharmakolo-

gischen Assays zu einem völligen oder partiellen Funktionsverlust führten (Gu et al. 1999; 

Ho G und MacKenzie RG 1999; Farooqi et al. 2000, 2003; Vaisse et al. 2000; Kobayashi et al. 

2002; Hinney et al. 2003). Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass diese Missense-

Mutationen Adipositas verursachen. Jedoch wurden nicht nur adipöse sondern auch einige 
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normalgewichtige Träger einiger Missense-Mutationen im MC4R-Gen beschrieben (Vaisse 

et al. 2000; Gu et al. 1999; Sina et al. 1999; Farooqi et al. 2000; Dubern et al. 2001). 

Schätzungsweise haben bis zu 2 % der extrem adipösen Kinder und Jugendlichen relevante 

Mutationen im MC4R-Gen (Hinney et al. 1999). Deshalb kann nur ein kleiner Anteil der 

(extremen) Adipositas-Fälle durch die bislang bekannten monogenen Formen der Adipositas 

erklärt werden. 

Aufgrund der Seltenheit der einzelnen Missense-Mutationen, die in funktionellen Studien zu 

einer eingeschränkten Funktion des MC4R führten, wurden sie in einer signifikant ausfallen-

den Assoziationsanalyse zusammengefasst. In einem signifikanten Transmissions-Disequilibri-

um-Test (TDT, Spielman et al. 1993) für alle Mutationen mit eingeschränkter Funktion wurde 

eine Transmissionsrate von 81,8 % (9 Transmissionen und 2 Nicht-Transmissionen) ermittelt 

(Hinney et al. 2003). 

Bei einem Vergleich der BMI-Werte der etwa 80 Träger/innen funktionell relevanter MC4R-

Mutationen aus 19 Familien mit denen von Wildtyp-Trägern aus denselben Familien, wurde 

ein etwa 15 kg höheres durchschnittliches Körpergewicht der erwachsenen Mutationsträger im 

Vergleich zu den Wildtyp-Trägern ermittelt (Dempfle et al. eingereicht). 

In funktionellen in vitro Studien unterschied sich der MC4R mit dem Missense-SNP V103I 

nicht von dem Wildtyp-Rezeptor (Hinney et al. 2003). Deshalb wurde dieser Polymorphismus 

hinsichtlich der Gewichtsregulation bislang als irrelevant angesehen. Das 103I-Allel wurde bei 

13 (1,61 %) adipösen Probanden sowie bei 8 (2,45 %) unter- bzw. normalgewichtigen Kon-

trollen identifiziert (Hinney et al. 2003).  

1.2.3.3 Syndromale Formen der Adipositas 

Als syndromale Formen der humanen Adipositas mit erst teilweise aufgeklärten, seltenen 

Chromosomenaberrationen oder Mutationen in einzelnen Genen gelten z. B. das Prader-Willi-

Syndrom (Turleau et al. 1988; Übersicht Villa et al. 1995; Jay et al. 1997; Ming et al. 2000; 

Kuslich et al. 1999; Ohta et al. 1999; de los Santos et al. 2000; Hebebrand et al. 2001; Wirth et 

al. 2001; Robinson et al. 1991) und das Bardet-Biedl-Syndrom (Bruford et al. 1997; Kwitek-

Black et al. 1993; Sheffield et al. 1994; Carmi et al. 1995; Young et al. 1999; Slavotinek et al. 

2000; Katsanis et al. 2000; Hebebrand et al. 2001). Neben der stammbetonten Adipositas 

wiesen Patienten mit diesen Syndromen häufig zusätzlich Intelligenzverminderung und leichte 

Dysmorphiezeichen auf. Die Aufklärung der für das Symptom Adipositas verantwortlichen 

Gene bei den syndromalen Formen der Adipositas könnte ebenso für die Aufklärung der 

molekularen Mechanismen der allgemeinen Adipositas bedeutsam sein. 
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1.3 Ansätze zur Identifizierung von humanen Genen für die Gewichts-

regulation  

1.3.1 Genom-Scan 

Ein Genom-Scan erlaubt die Identifizierung chromosomaler Regionen, auf denen mutmaßlich 

Allele liegen, die den Phänotyp Adipositas mitbedingen. Hierfür werden multiallelische DNA-

Marker, die in maximalen Abständen von etwa 5-10 cM über das ganze Genom verteilt sind, 

hinsichtlich ihrer Kopplung untersucht. Als multiallelische Marker können z. B. Mikro-

satelliten typisiert werden, die aus Di-, Tri-, oder Tetranukleotid-Wiederholungen (z. B. CA-

CA-CA-...n) bestehen (Hinney und Hebebrand 2001). Entgegen klassischen Kopplungs-

analysen, die spezifische genetische Modellannahmen erfordern, verlangen neuere Verfahren, 

wie beispielsweise der extrem konkordante Geschwisterpaar-Ansatz (ECSP; Risch und Zhang 

1995), keine Kenntnis des Erbgangs und sind somit ein systematisches und annahmefreies 

Verfahren (Lander und Kruglyak 1995; Risch und Zhang 1995; Übersicht Weeks und Lathrop 

1995). In einem Genom-Scan werden chromosomale Regionen identifiziert, in denen 

beispielsweise zwei adipöse Geschwister überzufällig häufig in einzelnen Allelen der 

untersuchten Mikrosatelliten übereinstimmen, als es dem Erwartungswert von 50 % 

entsprechen würde. Es wird angenommen, dass die identifizierten Markerallele im Kopplungs-

Ungleichgewicht mit einem „Adipositas“-Allel in einem benachbarten Gen stehen, das an der 

Ausprägung der Adipositas beteiligt ist. Mit diesem Ansatz können Kandidatengenregionen 

und nachfolgend darin liegende Kandidatengene identifiziert werden (Hinney und Hebebrand 

2001).  

Weltweit wurden bislang insgesamt über 40 Genom-Scans sowie weitere auf einzelne chromo-

somale Regionen bzw. einzelne SNPs beschränkte Kopplungsstudien zu Adipositas und den 

damit verbundenen Phänotypen bei Erwachsenen bzw. Kindern und Jugendlichen durchge-

führt (Borecki et al. 1994; Clément et al. 1996; Duggirala et al. 1996; Reed et al. 1996; 

Chagnon et al. 1997; Comuzzie et al. 1997; Lapsys et al. 1997; Lembertas et al. 1997; Norman 

et al. 1997; Roth et al. 1997; Hager et al. 1998; Hanson et al. 1998; Norman et al. 1998; Onions 

et al. 1998; Chagnon et al. 1999; Lee et al. 1999; Rotimi et al. 1999; Hinney et al. 2000; 

Kissebah et al. 2000; Öhman et al. 2000; Van der Kallen et al. 2000; Watanabe et al. 2000; 

Hirschhorn et al. 2001; Hsueh et al. 2001; Hunt et al. 2001; Lindsay et al. 2001; Perola et al. 

2001; Perusse et al. 2001; Price et al. 2001; Weyer et al. 2001; Atwood et al. 2002; Deng et al. 

2002; Feitosa et al. 2002; Stone et al. 2002; Wu et al. 2002; Zhu et al. 2002; Dong et al. 2003; 

Iwasaki et al. 2003; Palmer et al. 2003; Saar et al. 2003). Da Adipositas ein komplexer 
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Phänotyp und eine polygen bedingte Erkrankung ist, hat die unabhängige Bestätigung 

einzelner Kopplungsregionen durch mehrere Arbeitsgruppen große Bedeutung. So konnten 

zahlreiche chromosomale Kopplungsregionen zu Adipositas assoziierten Phänotypen durch 

mindestens zwei Gruppen repliziert werden (s. Abb. 1-2). 

Abb. 1-2: Chromosomale Regionen, für die Kopplungsstudien (s. u. 1.3.1) an Adipositas 
assoziierten Phänotypen vorgenommen wurden. Jeder senkrechte Balken steht für 
einen oder mehrere Kopplungsbefunde in ein und derselben Region für einen Phänotyp. 

Allerdings weisen diese Genom-Scans verschiedener Arbeitsgruppen nur eine eingeschränkte 

Vergleichbarkeit auf, da sie einerseits an z.T. unterschiedlichen ethnischen Studiengruppen 

durchgeführt wurden und außerdem als Bezugsgröße z.T. unterschiedliche Phänotypen wie 

BMI, prozentualer Körperfettanteil verwendet wurden. Ebenso muss darauf verwiesen 

werden, dass mit solchen Genom-Scans nur Hauptgenloci identifiziert werden können. Allele 

mit schwachem Effekt bleiben ebenso wie seltene relevante Allele unentdeckt. Bisher wurde 

von zwei Genen berichtet, die Kopplungsbefunde zu erklären scheinen: 1.) SLC6A14 - ein 

Aminosäuretransporter, der die Tryptophan-Verfügbarkeit für die Serotonin-Synthese 

reguliert und somit wahrscheinlich den Appetit beeinflusst – auf Chromosom Xq24 

(Suviolahti et al. 2003) und 2.) GAD2 – ein Gen, das für das Glutaminsäure Decarboxylase 

Enzym GAD65 kodiert und in pankreatischen β-Zellen exprimiert wird - auf Chromosom 
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10p11-12 (Boutin et al. 2003). Es wird vermutet, dass einige der erhaltenen Peaks auf die 

Beteiligung mehrerer Gene in den jeweiligen Regionen zurückzuführen sind. In den nächsten 

Jahren wird vermutlich aufgeklärt, in welchem Maß einzelne Mutationen, SNPs, Haplotypen 

oder kombinierte Effekte von SNPs bzw. Haplotypen am Zustandekommen dieser Peaks 

beteiligt sind (Übersicht Hebebrand et al. 2003). 

1.3.2 Kandidatengenansatz 

Beim Kandidatengenansatz werden solche Gene für eine detaillierte Untersuchung ausgewählt, 

die aufgrund der Befunde bei Tieren (s. u. 1.2.2) und beim Menschen (s. u. 1.2.3) sowie auf-

grund von Überlegungen und Befunden zu physiologischen Funktionen, Expressionsmustern, 

pharmakologischen Tierbefunden, zu Knockout- oder transgenen Tiermodellen oder zu 

chromosomalen Störungen als Kandidatengene für die Gewichtsregulation am ehesten 

plausibel sind.  

Diese Kandidatengene können u. a. mit Hilfe der single-stranded conformation polymorphism 

analysis (SSCP; s. u. 3.3.1) oder der denaturing high-performance liquid chromatography 

(dHPLC; s. u. 3.3.2) und der Sequenzierung (s. u. 3.3.3) systematisch auf genetische Varianten 

untersucht werden, welche möglicherweise funktionsrelevante Allele aufweisen können. Die 

Wahrscheinlichkeit einer Identifizierung der eher selten Varianten wird durch eine 

Erweiterung des Stichprobenumfangs erhöht.  

1.3.2.1 Assoziationstests 

Die bei den Mutationsscreenings detektierten häufigeren Sequenzvarianten (Frequenz > 1 %), 

die so genannten Single Nukleotid Polymorphisms (SNPs) bzw. auch schon in dem Gen 

bekannten SNPs können zu Assoziationsstudien herangezogen werden. In Assoziations-

studien wird die statistische Assoziation zwischen Phänotyp und einem Allel des SNPs bei 

Fällen und Kontrollpersonen geprüft. Dabei wird untersucht, ob Unterschiede in der Häufig-

keit eines SNP-Allels in Studiengruppen mit unterschiedlichen Phänotypen z. B. bei adipösen 

Probanden und bei normalgewichtigen Kontroll-Personen existieren. 

1.3.2.2 Transmission-Disequilibrium-Tests (TDT) 

Assoziationsuntersuchungen ergeben nicht selten falsch positive Ergebnisse. Ursachen hierfür 

können u. a. Stratifikationseffekte sein (s.u. 3.8.2). Entscheidend für den Erfolg der statisti-

schen Aussage solcher Fall-Kontroll-Studien ist die Wahl der Kontrollgruppen. Fälle und 

Kontroll-Personen sollten sich möglichst nur in der zu untersuchenden Größe, z. B. dem 
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BMI, unterscheiden. Alle weiteren Merkmale sollten identisch sein. Diese schwer zu erfüllende 

Voraussetzung kann mit internen Kontrollen umgangen werden, z. B. mit dem Test auf 

Transmissions-Ungleichgewicht (TDT, Spielman et al. 1993), der auf den transmittierten und 

nicht-transmittierten Allelen heterozygoter Eltern beruht. 

Weltweit wurden verschiedene zentral im Gehirn oder peripher im Organismus exprimierte 

Kandidatengene mit Hilfe von Assoziationsstudien auf ihre Beteiligung an der Entwicklung 

einer Adipositas untersucht (Übersicht Chagnon et al. 2003). Aufgrund von Stratifikations-

problemen oder nicht erfolgter Korrektur von multiplem Testen konnte eine sehr große 

Anzahl veröffentlichter Assoziationen durch andere Arbeitsgruppen nicht bestätigt werden. 

Aus diesem Grund ist es sinnvoll, nach der Detektierung einer Assoziation eines Markerallels 

mit z. B. Adipositas, diesen positiven Befund mittels eines TDTs unter Heranziehung eines 

Triodesigns (adipöses Kind und beide Eltern) zu bestätigen. Der TDT ist ein stabiler Test, der 

nicht diesen Stratifikationseffekten unterliegt. 

1.3.2.3 Bestätigung der Assoziation in anderen Populationen 

Aufgrund der o. g. Anfälligkeit der Assoziationsuntersuchungen für falsch positive Ergebnisse 

wird auch angeraten, positive Assoziationsergebnisse in unabhängigen Stichproben zu 

bestätigen (Übersicht Campbell und Rudan 2002; Dahlman et al. 2002; Übersicht Hirschhorn 

and Altshuler 2002). Hierfür können u. a. rekrutierte Indexpatienten und Kontroll-Personen 

anderer Forschergruppen genutzt werden. Die Bestätigung kann sowohl in Studiengruppen 

derselben Ethnie oder/und anderer ethnischer Angehörigkeit erfolgen. 

1.3.2.4 Funktionelle Studien 

Nach Erhalt positiver Befunde für die Assoziation sind weitere Untersuchungen (in vitro; in vivo 
beim Tier) zum Nachweis der funktionellen Relevanz des SNP oder mehrerer zu einem 

Haplotyp gehörigen SNPs notwendig. 

Ebenso können die detektierten seltenen Varianten (Frequenz < 1 %), insbesondere die nicht-

synonymen Varianten, die zu einem Aminosäureaustausch führen, mittels verschiedener 

pharmakologischer Assays (z. B. cAMP-, IP-Assay; s. u. 3.5.2) auf ihre funktionelle Relevanz 

hin überprüft werden. 

Wenn in einer Stichprobe verschiedene, plausible Mutationen (z. B. Nonsense-Mutationen, 

Deletionen, Missense-Mutationen) mit ableitbaren funktionellen Konsequenzen gefunden 

werden, diese in den Kontrollguppen jedoch nicht auftreten, ist ein Einfluss dieser Mutation 

auf die Ausprägung des Phänotyps wahrscheinlich. Falls der Unterschied statistisch signifikant 

ist, impliziert dies, dass die gefundenen Sequenzvarianten mit dem Phänotyp assoziiert sind. 
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1.4 Kontrolle der Nahrungsaufnahme durch das ZNS 

Schon vor über 60 Jahren wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Nahrungsaufnahme durch 

zwei hypothalamische Zentren reguliert wird – durch das Sättigungszentrum Ventromedialer 

Hypothalamus (VMH) und das Hungerzentrum Lateraler Hypothalamus (LHA), da bei 

Katzen und Ratten Läsionen des VMH zu Hyperphagie und Übergewicht und Läsionen des 

LHA dagegen zu Hypophagie und Magerkeit führten (Hetherington und Ranson 1940; Anand 

und Brobeck 1951). Diese Hypothese wurde lange akzeptiert. In den vergangenen Jahrzehnten 

wurde weltweit intensiv an der Aufklärung der zugrunde liegenden Regulationsmechanismen 

geforscht. Es wurden zahlreiche Signal-Moleküle, die im Zusammenhang mit der Regulation 

der Nahrungsaufnahme stehen, darunter die hypothalamischen Neuropeptide, erforscht. 

Heute wird die präzise Einstellung des Körpergewichts auf einen genetisch ko-determinierten 

„Setpoint“ als ein kompliziertes neuronales Netzwerk verstanden, das die Nahrungsaufnahme 

und den Energieverbrauch mittels zahlreicher im Hypothalamus exprimierter Neuropeptide 

reguliert.  

Diese Neuropeptide wurden verschiedenen Subpopulationen der hypothalamischen Neuronen 

zugeordnet, die in einzelnen hypothalamischen Kernen lokalisiert sind und in ihre eigenen 

Zielregionen im Gehirn projizieren (Übersicht Elmquist et al. 1999; Übersicht Schwartz et al. 

2000; Übersicht Kawano et al. 2002). Die identifizierten Neuropeptide werden in zwei 

Gruppen eingeteilt: a) zu den orexigenen Neuropeptiden, die den Appetit und die Nahrungs-

aufnahme stimulieren, zählen u. a. das Melanin-konzentrierende Hormon (MCH), die Orexine 

A und B, das Neuropeptid Y (NPY), das Agouti related peptide (AGRP) und das Ghrelin; b) 

anorexigene Neuropeptide, die die Nahrungsaufnahme hemmen, sind u. a. das α-Melanozyten-

stimulierende Hormon (α-MSH), das Cocain- und Amphetamin-regulierte Transkript (CART), 

das Thyrotropin-releasing Hormon (TRH), das Corticotropin-releasing Hormon (CRH) und 

das Cholecystokinin (CCK) (Übersicht Flier und Maratos-Flier 1998; Übersicht Sawchenko 

1998; Übersicht Elmquist et al. 1999; Übersicht Inui 1999; Kalra et al. 1999; Übersicht 

Schwartz et al. 2000; Übersicht Cone et al. 2001; Übersicht Spiegelman und Flier 2001; 

Übersicht Barsh und Schwartz 2002; Übersicht Saper et al. 2002). 

Neben dem Hypothalamus sind auch kortikale und subkortikale Gehirnareale an der 

Regulation der Energiehomöostase beteiligt. Aufgrund neuester Forschungsergebnisse wird 

die Beteiligung des Nucleus accumbens an der Regulation der Energiezufuhr diskutiert, wobei 

hier von einem Zusammenhang zum so genannten „reward system“ ausgegangen wird (Will 

et al. 2003). 
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1.5 Kontrolle der Nahrungsaufnahme durch Signalstoffe aus peripheren 

Organen 

In dem komplexen hypothalamischen Netzwerk, das die Nahrungsaufnahme reguliert, werden 

auch metabolische Informationen aus der Peripherie, insbesondere dem Fettgewebe, aber 

auch dem Gastrointestinaltrakt, integriert. Mit der Entdeckung des Leptins erfuhr die 

Erforschung der Regulationsmechanismen der Energiehomöostase einen enormen Auftrieb. 

Leptin ist ein anorektisch wirkendes Hormon, das im weißen Fettgewebe exprimiert wird. 

Zhang et al. (1994) klonierten und sequenzierten das ob/ob-Gen, das für Leptin kodiert und 

dessen Fehlen bei der ob/ob-Maus zu Hyperphagie und extremem Übergewicht führt. Zentral 

injiziertes Leptin reduziert die erhöhte Nahrungsaufnahme und das erhöhte Körpergewicht 

der ob/ob-Mäuse (Campfield et al. 1995; Halaas et al. 1995; Pelleymounter et al. 1995; Weigle 

et al 1995). Der Leptin-Rezeptor gehört zu der Familie der Cytokin-Rezeptoren und übt den 

Effekt des Leptins über die Aktivierung des Janus-Kinase/STAT-3-Signalweges und die In-

duktion von Genen aus (Tartaglia et al. 1995; Übersicht Tartaglia 1997). Sowohl die POMC/ 

CART Neuronen als auch die NPY/AGRP Neuronen im Hypothalamus exprimieren Leptin-

Rezeptoren (Hakansson et al. 1996; Mercer et al. 1996; Schwartz et al. 1996a; Cheung et al. 

1997; Elmquist et al. 1998; Baskin et al. 1999). Leptin beeinflusste beide Neuronen über die 

Änderung der Expression der Neuropeptid-Gene (Schwartz et al. 2000). Leptin hemmt die 

NPY/AGRP-Neuronen, die wiederum bei niedrigen Leptin-Spiegeln aktiviert werden (s. Abb. 

1-3; Stephens et al. 1995; Schwartz et al. 1996b; Spanswick et al. 1997; Broberger et al. 1998; 

Hahn et al. 1998; Elias et al. 1999; Cowley et al. 2001). Entgegengesetzt dazu aktiviert Leptin 

die POMC/CART Neuronen des arkuaten Kerngebietes im Hypothalamus, die jedoch bei 

niedrigen Leptin-Spiegeln gehemmt werden (s. Abb. 1-3; Schwartz et al. 1997; Thornton et al. 

1997; Kristensen et al. 1998; Cowley et al. 2001). 



Ein l e i t u n g :  1 . 5  G ew i c h t s r e g u l a t i o n  d u r c h  p e r i p h e r e  S i g n a l s t o f f e  19 

 
Abb. 1-3: Kontrolle der Energiehomöostase durch die Neuronen des arkuaten Kerngebietes 

im Hypothalamus (nach Barsh und Schwartz 2002). In dem arkuaten Kerngebiet des 
Hypothalamus existieren zwei Arten von Neuronen, die AGRP/NPY- und die 
POMC/CART-Neuronen, die durch Hormone aus peripheren Organen reguliert werden. 
AGRP und NPY sind orexigene Neuropeptide, die die Nahrungsaufnahme stimulieren und 
den Energieverbrauch senken. Im Gegensatz dazu sind α-MSH (ein post-translationales 
Produkt des POMC) und CART Neuropeptide, die Nahrungsaufnahme und Energie-
verbrauch hemmen. Insulin und Leptin sind Hormone, die in Proportion zu dem 
Fettspeicher des Körpers zirkulieren und die AGRP/NPY-Neuronen hemmen bzw. die 
POMC/CART-Neuronen stimulieren. Niedrige Insulin- und Leptinspiegel aktivieren die 
AGRP/NPY-Neuronen und hemmen die POMC/CART-Neuronen. Ghrelin ist ein vom 
Magen sezerniertes Peptid, das die AGRP/NPY-Neuronen aktivieren und damit die 
Nahrungsaufnahme stimulieren kann. Damit ist ein potentieller molekularer Mechanismus 
gegeben, der die Signale der langzeitregulierten Energie-Hoömostase und die Signale des 
kurzzeitig regulierten Mahlzeiten-Rhythmus integriert. Ghsr: Growth hormone 
secretagogue receptor; Lepr: Leptin-Rezeptor; Mc3r/Mc4r: Melanocortin 3- bzw. 4-
Rezeptor; Y1r: Neuropeptid Y1-Rezeptor (Barsh und Schwartz 2002). 

 



Ein l e i t u n g :  1 . 5  G ew i c h t s r e g u l a t i o n  d u r c h  p e r i p h e r e  S i g n a l s t o f f e  20 

 
Abb. 1-4: Rolle des arkuaten Kerngebietes des Hypothalamus bei der Regulation der 

Nahrungsaufnahme und des Energieverbrauchs (nach Schwartz et al. 2000). 
a) Aktivität der Leptin-sensitiven Signalwege im Hypothalamus bei Leptin/Insulin-Mangel 

führt zu erhöhter Nahrungsaufnahme und Adipositas. 
b) Erhöhte Spiegel von Leptin/Insulin im arkuaten Kerngebiet des Hypothalamus 

hemmen den anabolischen NPY/AGRP-Signalweg und stimulieren den katabolischen 
Signalweg, der in einer verminderten Nahrungsaufnahme und Anorexie resultiert 
(Schwartz et al. 2000).  

Ein hoher Leptin-Spiegel bewirkt über die Aktivierung der POMC/CART-Neuronen eine 

Stimulation der α-MSH-Expression und damit eine Reduktion der Nahrungsaufnahme 

(s. Abb. 1-4; Thornton et al. 1997; Mizuno et al. 1998). Entgegengesetzt dazu induzieren 

niedrige Leptin-Spiegel im Hungerzustand die NPY/AGRP- und die MCH-Neuronen, was 

ein erhöhte Nahrungsaufnahme nach sich zieht (s. Abb. 1-4; Qu et al. 1996; Tritos et al. 2001). 

Mit der Hemmung der orexigenen (z. B. NPY, AGRP) und der Induktion der anorexigenen 

(z. B. α-MSH) Neuropeptide nimmt Leptin eine Schlüsselfunktion in der Kontrolle der 

hypothalamischen neuronalen Kreisläufe der Gewichtsregulation ein (Übersicht Cone et al. 

2001; Übersicht Jequier 2002). 

Ein weiteres, die Nahrungsaufnahme regulierendes Hormon, ist Ghrelin, das nicht nur im 

Gehirn, sondern auch im Magen synthetisiert wird. Die intracerebroventrikulare (i.c.v.) Gabe 

von Ghrelin an Ratten zog eine erhöhte Nahrungsaufnahme und einen verstärkten Gewichts-

anstieg nach sich (Tschöp et al. 2000). Die Ghrelin-Spiegel stiegen im Hungerzustand sowohl 

bei Tieren (Kojima et al. 1999) als auch beim Menschen vor einer Mahlzeit stark an 

(Cummings et al. 2001, 2002). Ghrelin aktivierte die NPY-Neuronen des arkuaten 

Kerngebietes im Hypothalamus und initiierte so die Wirkung des NPY im paraventrikularen 
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Hypothalamus (Cowley et al. 2003). Cowley et al. (2003) vermuten, dass Ghrelin so im 

Hypothalamus die Ausschüttung von orexigenen Peptiden stimulieren könnte, was als ein 

neuer regulatorischer Kreislauf für die Aufrechterhaltung der Energiehomöostase angesehen 

werden könnte. Ein erhöhter Ghrelin-Spiegel bei gleichzeitig fallendem Leptinspiegel scheint 

ein entscheidendes Signal bei der Entstehung von Hunger und damit der Motivation zur 

Nahrungsaufnahme zu sein (Übersicht Saper et al. 2002). 

 

1.6 Beteiligung des Melanin-konzentrierenden Hormon-Systems an der 

Regulation von Energieaufnahme und –verbrauch 

Das melanokortinerge System stellt einen entscheidenden zentralen Signalweg dar, in dem die 

Bindung des α-MSH an den Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) zu einer Reduktion der 

Nahrungsaufnahme führt (s. Abb. 1-4). Das Melanin-konzentrierende Hormon (MCH)-

System gehört im Gegensatz dazu zu einem zentralen Signalweg, der entscheidend für die 

Stimulation der Nahrungsaufnahme ist. Anatomische, physiologische und genetische Daten 

unterstützen die Hypothese zur Schlüsselrolle des MCH-Systems bei der Stimulation der 

Nahrungsaufnahme. 

1.6.1 Hohe Konservierung des MCH bei Wirbeltieren und zentrale Expression 

Das Melanin-konzentrierende Hormon (MCH) wurde erstmalig 1983 aus der Lachs-

Hypophyse isoliert und sequenziert (Kawauchi et al. 1983). Der Name dieses Hormons leitet 

sich aus dessen Fähigkeit ab, in den Melanozyten der Fischhaut Melanin anzureichern, womit 

MCH dem Melanin-verteilenden Effekt des α-MSH entgegenwirkt (Rance und Baker 1979; 

Übersicht Baker et al. 1991). Das MCH der Ratte ist ein zyklisches Peptid aus 19 Amino-

säuren, das um 2 Aminosäuren länger ist als das des Lachses (Vaughan et al. 1989). Das MCH 

der Ratte, der Maus und des Menschen sind auf Aminosäure-Ebene identisch (Presse et al. 

1990; Breton et al. 1993). Das MCH der Säugetiere besitzt zwei zusätzliche Reste und drei 

Aminosäurenaustausche im Vergleich zum Fisch-MCH, d. h. 14 Aminosäuren der Fisch- und 

Säugetier-Sequenzen stimmen überein (s. Abb. 1-5; Übersicht Boutin et al. 2002).  

Diese hohe Konservierung des MCH während der Evolution der Wirbeltiere spricht für eine 

entscheidende physiologische Rolle dieses Hormons. Die MCH mRNA der Ratte kodiert für 

einen Precursor aus 165 Aminosäuren, wobei MCH an dessen C-Terminus lokalisiert ist 

(s. Abb. 1-5; Nahon et al. 1989). Von dem preproMCH (Pmch) der Ratte werden neben dem 

MCH auch das Neuropeptid Glutamat Isoleucin (NEI) und das Neuropeptid Glycin Glutamat 
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(NGE) kodiert (Abb. 1-5; Nahon et al. 1989; Presse et al. 1990; Bittencourt et al. 1992). MCH 

entsteht aus dem Precursor-Peptid durch proteolytische Spaltung mittels der Prohormon-

Konvertase (Viale et al. 1999). Es hat sich herausgestellt, dass das verkürzte Peptidanalog, dass 

nur aus Arg6 und dem cyclischen Disulfid (Cys7-Cys16) besteht, ein potenter Agonist mit 

vergleichbarer Aktivität wie MCH ist (Audinot et al. 2001a; Bednarek et al. 2001). 

 
     ProMCH: 

     Humanes MCH: Asp-Phe-Asp-Met-Leu-Arg-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-Gln-Val 

     Lachs -MCH:          Asp-Thr-Met-Arg-Cys-Met-Val-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-Glu-Val 

Abb. 1-5: Struktur und Sequenz des MCH-Precursors und MCHs (nach Collins und Kym 
2003). Das ProMCH (Pmch) kodiert für MCH sowie zwei Neuropeptide NGE und NEI 
(Nahon et al. 1989; Presse et al 1990; Bittencourt et al. 1992). Das Lachs-MCH unterschei-
det sich im zyklischen Ring in nur einer Aminosäure von dem humanen und Nager-MCH 
(Audinot et al. 2001a). 

Die Mch mRNA wurde in Neuronen des lateralen Hypothalamus, in der Zona incerta und dem 

perifornikalen Gebiet mit weit über das Gehirn verteilten Fasern der Ratte gefunden 

(Skofitsch et al. 1985; Naito 1988; Thompson and Watson 1990; Bittencourt et al. 1992; 

Presse et al. 1992; Übersicht Nahon 1994; Grillon et al. 1997; Elias et al. 1998; Übersicht 

Kawano et al. 2002). Der Laterale Hypothalamus einschließlich der pernifornikalen Region 

spielt eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Nahrungsaufnahmeverhaltens (Anand und 

Brobeck 1951). Die Mch mRNA wurde auch im Paraventrikulären Nucleus (PVN) und 

arkuaten Kerngebiet des Hypothalamus der Ratte identifiziert (Zamir et al. 1986). Eine 

ähnliche Verteilung des MCH fand sich auch im Gehirn des Menschen, mit den höchsten 

Konzentrationen im Hypothalamus (Sekiya et al. 1988). Neuronen, die MCH enthielten, 

wurden durch Neuronen des arkuaten Kerngebietes des Hypothalamus innerviert (Elias et al. 

1998). In peripheren Geweben der Nagetiere (Magen, Darm und Testis) wurde eine niedrige 

MCH Expression festgestellt (Hervieu und Nahon 1995; Viale et al. 1997). In der hypothala-

mischen mRNA der Ratte konnte die Sequenz eines weiteren Mch Transkriptes, zusammen-

gesetzt aus den Exons 1 und 3 des Gens, detektiert werden. Die Funktion dieses neuen 

Proteins MCH(M)-gene(G)-overprinted(O)-polypeptide(P) ist noch weitgehend unbekannt 

(Toumaniantz et al. 1996, 2000). 

NGE NEI MCH 
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1.6.2 MCH und die Regulation von Nahrungsaufnahme und Energiehomöostase 

In zahlreichen Studien wurde ebenso wie durch das Expressionsmuster die entscheidende 
Rolle des MCH bei der Regulation der Nahrungsaufnahme und der Energiehomöostase 
deutlich. 

1.6.2.1 Effekte des MCH bei Maus und Ratte 

Die akute intracerebroventrikulare (i.c.v.) Injektion von MCH zog aufgrund einer appetit-
stimulierenden Wirkung eine Erhöhung der Nahrungsaufnahme bei Nagetieren nach sich (Qu 
et al. 1996; Rossi et al. 1997; Sahu 1998; Ludwig et al. 1998, 2001; Rossi et al. 1999; Suply et al. 
2001; Chaffer und Morris 2002; Della-Zuana et al. 2002; Kela et al. 2003). Die chronische 
i.c.v. Injektion von MCH bei Nagetieren bewirkte eine erhöhte Nahrungsaufnahme und in der 
Folge eine Zunahme des Körpergewichts (Della-Zuana et al. 2002; Gomori et al. 2003; Ito et 
al. 2003). MCH erhöhte bei Ratten nach Injektion in den dritten Ventrikel (i3vt) nicht nur die 
Nahrungs- sondern auch die Wasseraufnahme (Clegg et al. 2003). 

Die Mch mRNA ist im Hypothalamus von ob/ob-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 
hochreguliert, wobei Fasten zu einer weiteren Erhöhung der Expression sowohl bei genetisch 
adipösen ob/ob-Mäusen als auch Wildtypmäusen führte (Qu et al. 1996). Mch mRNA Spiegel 
waren ebenso bei hungernden Ay/a (Agouti)-Mäusen hochreguliert (Hanada et al. 2000). Die 
Leptingabe an hungernde Wildtyp- bzw. ob/ob-Mäuse blockierte die Erhöhung der MCH-
Expression (Tritos et al. 2001). Da die lange Isoform des Leptin-Rezeptors neben dem haupt-
sächlichen Vorkommen im medialen Hypothalamus, auch spärlich im lateralen Hypothalamus 
exprimiert wurde (Elmquist et al. 1998; Hankansson et al. 1998; Übersicht Elmquist et al. 
1999), vermuten Tritos et al. (2001), dass der Effekt des Leptins nur indirekt auf die MCH 
Expression ausgeübt und über Signale vom medialen Hypothalamus vermittelt wird. Es 
existierten Nerven-Fortsätze des arkuaten Kerngebietes, die zum lateralen Hypothalamus 
führten und das Leptin-Signal zu den MCH exprimierenden Neuronen weiterleiten könnten 
(Elias et al. 1998). 

Ito et al. (2003) versuchten, die Mechanismen aufzuklären, die der MCH-vermittelten 
Adipositas der Maus zugrunde liegen. Die Autoren schlussfolgerten, dass die aufgrund der 
Aktivierung der MCH-Signalwege entstehende Adipositas teilweise in der erhöhten Lipoge-
nese in der Leber und im weißen Fettgewebe begründet ist. Andererseits wirkte bei der 
Ausbildung des adipösen Phänotyps der reduzierte Energieverbrauch im Braunen Fettgewebe 
mit (Ito et al. 2003). Eine mögliche Rolle von MCH bei der Kontrolle der Energiebilanz über 
die Hemmung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse vermuten Kennedy et al. (2001). Sie 
berichteten, dass i.c.v. appliziertes MCH signifikant den Plasma-TSH-Spiegel und ebenso die 
TRH stimulierte TSH Abgabe in hypophysären Zellkulturen senkte (Kennedy et al. 2001). 
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Bei Ratten führte die intravenöse Infusion von MCH zu einem dosisabhängigen Anstieg des 

Insulin-Spiegels um 40-70 %. Dies belegt deutlich eine regulatorische Rolle von MCH im 

Metabolismus (Tadayyon et al. 2000). In Adipozyten der Ratte stimulierte MCH die Leptin 

mRNA Expression und die Leptin Sekretion, was als ein Rückkopplungs-Effekt auf die MCH-

induzierte Nahrungsaufnahme gedeutet werden könnte (Bradley et al. 2000).  

Nach Injektion von MCH in die arkuaten, paraventrikulären und dorsomedialen Kerngebiete 

des Hypothalamus von Ratten war die Nahrungsaufnahme erhöht (Abbott et al. 2003). Es ist 

denkbar, dass diese Stimulierung der Nahrungsaufnahme über die Aktivierung bzw. Hem-

mung der neuronalen Nahrungskreisläufe, die vom arkuaten zum paraventrikulären Kern-

gebiet verlaufen, vermittelt werden. Denn MCH förderte die Ausschüttung der orexigenen 

Neuropeptide NPY und AgRP und hemmte die der anorexigenen Neuropeptide α-MSH und 

CART aus hypothalamischen Explantaten (Abbott et al. 2003). 

Davidowa et al. (2002) stellten signifikant unterschiedliche Effekte des MCH auf die 

Neuronen des ventromedialen und des arkuaten Kerngebietes des Hypothalamus bei über-

gewichtigen hyperphagen Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren fest. Bei übergewichtigen 

Ratten wurden die Neuronen des arkuaten Kerngebietes des Hypothalamus durch das MCH 

überwiegend aktiviert und die Neuronen des ventromedialen Hypothalamus häufiger 

gehemmt. Hingegen wurde zwischen normal gefütterten und fastenden Ratten weder in der 

Reaktion auf MCH noch in der Art der Reaktion von ventromedialen und arkuaten Neuronen 

des Hypothalamus ein signifikanter Unterschied festgestellt. Die Autoren vermuten, dass 

MCH als orexigenes Neuropeptid über eine Aktivierung der NPY-Neuronen im arkuaten 

Kerngebiet des Hypothalamus die Nahrungsaufnahme fördert und den Energieverbrauch über 

eine verstärkte Hemmung des ventromedialen Hypothalamus reduziert. Dadurch könnte es zu 

einem Abdriften der Energiehomöostase zu einem höheren Niveau des Körpergewichts 

kommen und somit kann eine Beteiligung des MCH auch in der Langzeitregulation der 

Nahrungsaufnahme und des Körpergewichts nahe gelegt werden. 

Auch der Einfluss von MCH auf die Entstehung von Angst oder Depression könnte indirekt 

die Nahrungsaufnahme und damit das Körpergewicht beeinflussen. So gibt es einige Studien, 

die eine Rolle von MCH bei der Entstehung von Angst nahe legen (Gonzalez et al. 1996; 

Monzon und De Barioglio 1999; Monzon et al. 2001; Borowsky et al. 2002; Kela et al. 2003). 

Da jedoch sowohl angstauslösende (Gonzalez et al. 1996) als auch angstauflösende (Monzon 

und De Barioglio 1999; Monzon et al. 2001; Kela et al. 2003) Wirkungen des MCH 

beschrieben wurden, ist die eindeutige Rolle des MCH bei dieser Erkrankung noch nicht 

geklärt. Für die sich widersprechenden Ergebnisse könnten u. a. die Verwendung unterschied-

licher Mausstämme als auch unterschiedlicher Geschlechter sein. Gonzalez et al. (1996) 
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verwendeten z. B. weibliche Tiere, während Monzon und De Barioglio (1999), Monzon et al. 

(2001) als auch Kela et al. (2003) männliche Tiere untersuchten. Es ist jedoch offensichtlich, 

dass MCH eine gewisse Rolle bei der Modulierung der Angst spielt, wobei der zugrunde 

liegende Wirkungsmechanismus noch unbekannt ist. 

1.6.2.2 Transgene Mäuse  

ProMCH (Pmch) defiziente Mäuse (Pmch-/-) hatten ein vermindertes Körpergewicht (24-28 %) 

und einen verringerten Körperfettgehalt, waren hypophag (fressen 12 % weniger als Wildtyp-

Mäuse) und wiesen eine um 20 % höhere metabolische Rate auf (Shimada et al. 1998). Die 

orexigenen Neuropeptide, die im arkuaten Kerngebiet des Hypothalamus (NPY, AGRP) und 

im lateralen Hypothalamus (Orexin) exprimiert werden, wiesen keine veränderten Expres-

sionsraten auf. Im Gegensatz dazu waren sowohl die POMC-Expression im arkuaten Kern-

gebiet des Hypothalamus als auch die Leptinspiegel erniedrigt. Möglicherweise sind diese 

geringen Spiegel des anorexigen wirksamen POMC bzw. Leptins Ausdruck eines Kompen-

sationsmechanismus auf die verminderte Nahrungsaufnahme bzw. das geringere Körper-

gewicht (Shimada et al. 1998).  

Im Gegensatz dazu wiesen transgene Mäuse mit einer Überexpression des pro-MCH Gens 

(Pmch) im lateralen Hypothalamus Übergewicht als Folge einer Hyperphagie auf, wenn ihnen 

eine Diät mit hohem Fettanteil angeboten wurde. Sie waren somit für eine Diät-Induzierte 

Adipositas empfänglich. Diese Mäuse zeigten weitere phänotypische Merkmale wie Hyper-

leptinämie, Hyperglucosämie, Hyperinsulinämie und Insulinresistenz (Ludwig et al. 2001).  

Die Generierung einer Doppel-Knockout Maus (Pmch-/- ob/ob-Maus), bei der sowohl das 

Leptin-Gen (obese) als auch das pro-MCH Gen (Pmch) ausgeschaltet worden waren, sollte die 

Hypothese bestätigen, dass die Adipositas der ob/ob-Maus durch Ausbleiben der Hoch-

regulation der MCH-Expression und damit der erhöhten Nahrungsaufnahme abgeschwächt 

wird (Segal-Lieberman et al. 2003). Die Adipositas der ob/ob-Maus war bei den Pmch-/- ob/ob-

Mäusen abgeschwächt, was sich in einem verminderten Körpergewicht (im Alter von 12 

Wochen 21,6 % weniger als die ob/ob-Mäuse) und einem verminderten Fettgehalt (im Alter 

von 16 Wochen 44,7% im Gegensatz zu 55,8% der Gesamtkörpermasse bei ob/ob-Mäusen) 

zeigte. Dies wurde jedoch nicht durch eine verminderte Nahrungsaufnahme, sondern durch 

eine Erhöhung der metabolischen Rate (Erhöhung des Ruheumsatzes, der in den Perioden der 

Inaktivität  gemessen wurde) um etwa 25% im Vergleich zu den ob/ob-Mäusen und eine 

Erhöhung der physischen Aktivität (die Doppel-Knockout-Mäuse haben kürzere Ruhephasen 

mit durchschnittlich 2,6 h im Gegensatz zu den ob/ob-Mäusen mit durchschnittlich 16,8 h) 
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verursacht. Die Hyperphagie blieb unverändert, vermutlich durch die Aktivierung anderer 

orexigener Neuropeptide wie NPY oder AGRP. Neben dieser sehr wichtigen Rolle des MCH 

bei der Regulation des Energieverbrauchs, scheint MCH auch einen Einfluss auf die 

Temperaturregulation zu haben (Segal-Lieberman et al. 2003).  

1.6.3 Rezeptor 1 des Melanin-konzentrierenden Hormons (MCHR1) 

1.6.3.1 Charakteristik und Liganden des MCHR1 

Für weitere Erkenntnisse zur physiologischen Funktion des orexigenen Neuropeptids MCH 

war die Identifizierung des MCHR1 als einen der beiden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, 

die MCH mit nanomolarer Affinität binden (Bächner et al. 1999; Chambers et al. 1999; Lembo 

et al. 1999; Saito et al. 1999; Shimomura et al. 1999) ein entscheidender Schritt. Der MCHR1 

war über verschiedene Spezies, wie Ratte (Übersicht Saito et al. 2000), Maus, Katze, Hund, 

Hase, Kuh, Schwein, Affe und Mensch konserviert (Tan et al. 2002). Die Protein-Identität 

zwischen allen MCHR1 Orthologen war mit > 95 % sehr hoch (Tan et al. 2002). 

Als G-Protein-gekoppelter Rezeptor besteht der MCHR1 aus sieben hydrophoben Trans-

membran-Domänen. Die Bindung von Agonisten an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

resultiert in der Aktivierung einer oder mehrerer Klassen von G-Proteinen, die zahlreiche 

intrazelluläre Signal-Übertragungswege regulieren (Übersicht Neves et al. 2002). G-Proteine 

sind heterotrimere Proteine, die aus α-, β- und γ-Untereinheiten bestehen und entsprechend 

der Signal-Charakteristika ihrer Gα-Untereinheit eingeteilt werden (Hawes et al. 2000). Die 

über 20 ausgeprägten Gα-Untereinheiten werden in vier Klassen eingeteilt: Gs, Gi/Go, Gq/11 

und G12/13 (Übersicht Simon et al. 1991; Übersicht Gudermann et al. 1997; Übersicht Gutkind 

1998; Übersicht Hamm 1998). Die MCH-vermittelte Aktivierung des MCHR1 aktivierte 

verschiedene G-Proteine - Gs- (Pissios et al. 2003), Gi-, Go und Gq-Typen - und reguliert 

damit unterschiedliche intrazelluläre Signalwege (s. Abb. 1-6; Hawes et al. 2000). MCH 

stimulierte die Bildung von Arachidonsäure, hemmte die forskolinstimulierte intrazelluläre 

cAMP Akkumulierung, induzierte einen Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration, 

erhöhte die Inositol-Phosphat-Spiegel, aktivierte die Mitogen-aktivierte Proteinkinase sowie 

die p44/42 MAP-Kinase und pp70 S6 Kinase (Bächner et al. 1999; Chambers et al 1999; 

Lembo et al. 1999; Saito et al 1999; Übersicht Saito et al. 2000; Hawes et al. 2000; Suply et al. 

2001; Bradley et al. 2002; Takekawa et al. 2002).  
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MCH aktivierte ERK einerseits direkt über den Pertussistoxin-abhängigen Gi-Signalweg. 

Andererseits konnte MCH auch synergistisch mit Aktivatoren der Adenylatcyclase, z. B. 

Forskolin oder Isoproterenol, die ERK aktivieren (4-fach höher), was nicht durch Pertussis-

toxin beeinflusst wurde. Das legt nahe, dass der synergistische Effekt nicht über den Gi- 

sondern über den Gq-Signalweg vermittelt wurde. Da aber die Bindung des MCHR1 an Gq-

Proteine nicht ausreichend für die Aktivierung der ERK ist, müssen Wechselwirkungen 

zwischen den Gq- und den Gs-Signalwegen existieren, um die Wirkung des MCH zu 

amplifizieren (Pissios et al. 2003). Die Autoren konnten bei der Verwendung von ex vivo 

Gehirnschnitten eine Aktivierung der ERK durch MCH in olfaktorischen Regionen 

beobachten. Auch bei der Kombination von MCH mit Forskolin war ein additiver Effekt auf 

die ERK Phosphorylierung in derselben Region nachweisbar (Pissios et al 2003). 

 

 

Abb. 1-6: Modell der intrazellulären Signalwege, die an die Aktivierung des MCHR 1 in CHO-
MCHR-Zellen gekoppelt sind (nach Hawes et al. 2000). Der MCHR bindet an Gi, Go 
und Gq-Proteine. Eine Gi-Aktivierung bewirkt eine Verminderung der Adenylylcyclase-
Aktivität und reduziert die cAMP-Produktion. Die βγ-Untereinheit der Gi-Proteine 
vermittelt einen Teil der MCH-stimulierten MAP-Kinase-Aktivität. Gi kann auch einen Teil 
der MCH-stimulierten IP-Produktion und Erhöhung von [Ca2+]i-Ionen vermitteln. Go 
vermittelt einen Teil der MCH-stimulierten MAP-Kinase und kann auch eine Erhöhung 
von [Ca2+]i vermitteln. Gq vermittelt einen Teil der MCH-stimulierten IP-Produktion und 
eine Erhöhung von [Ca2+]i. PTX hemmt die Aktivität von Gi und Go. Die PKC-Aktivität 
wird durch Bisindolmaleimid oder eine anhaltende Vorbehandlung mit PMA blockiert. 
U73122 hemmt die PLC-Aktivität (Hawes et al. 2000). 

Mehrere Struktur-Aktivitäts-Studien wurden mit verschiedenen Liganden, die mit dem 

humanen (Macdonald et al. 2000; Audinot et al. 2001a und 2001b) und Ratten-MCHR1 

(Kokkotou et al. 2000, Suply et al. 2001) interagieren, durchgeführt. Asp123 in der dritten 
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Transmembrandomäne des MCHR1 sowie Arg11 des MCH-Peptides waren entscheidend für 

Ligand-Rezeptor-Bindung (Macdonald et al. 2000). 57 MCH-Analoge wurden bezüglich der 

Hemmung der forskolin-stimulierten cAMP Bildung und der Bindung von [35S]GTPgammaS 

untersucht [Audinot et al. 2001a]. Dabei konnte die für die vollständige agonistische Wirkung 

auf die cAMP-Bildung und [35S]GTPgammaS Bindung erforderliche minimale Sequenz des 

MCH (MCH6-17) ermittelt werden. Ebenso entwickelten die o. g. Autoren durch Austausch 

einiger Aminosäuren des MCH und Ersetzen einer Disulfidbrücke durch eine Stickstoffbrücke 

drei Substanzen mit antagonistischen Eigenschaften. Suply et al. (2001) untersuchten einige 

der 57 MCH-Analoge (Audinot et al. 2001a) bezüglich ihrer funktionellen Aktivität (Hem-

mung des intrazellulären cAMP) und ihrer Bindungsaffinität am MCHR1 der Ratten in vitro 

sowie ihrer Beeinflussung der Nahrungsaufnahme nach i.c.v. Injektion der Ratte. Dabei wurde 

deutlich, dass zwischen den Effekten der MCH-Analoge auf die Nahrungsaufnahme und den 

Ergebnissen, die mit dem rekombinierten Ratten-MCHR erzielt wurden, eine gute Korrelation 

bestand. Dies bestätigt noch einmal, dass MCH die Nahrungsaufnahme über den MCHR1 

beeinflusst (Suply et al. 2001). 

Der MCHR1 wies in seinem extrazellulären N-terminalen Ende drei Konsensusstellen für eine 

Asparagin-gekoppelte Glycosylierung (Asn-X-Ser/Thr) auf, die ein gemeinsames Kennzeichen 

vieler G-Protein-gekoppelter Rezeptoren darstellt (Lakaye et al. 1998). Saito et al. (2003) 

stellten am MCHR1 der Ratte fest, dass dieser an diesen drei Stellen tatsächlich glycosyliert 

wurde. Bei der Untersuchung der funktionellen Rolle dieser N-Glycosylierungsstellen durch 

Entfernung dieser Stellen mittels „site-directed mutagenesis“ fanden sie heraus, dass das 

Asparagin an Position 23 des Ratten-MCHR1 entscheidend für die Expression an der 

Zelloberfläche, für die Ligandenbindung und die Signaltransduktion war (Saito et al. 2003). 

Auch weitere in Frage kommende Peptide wurden auf ihre Affinität zum MCHR1 getestet: 

z. B. die durch Pmch kodierten Neuropeptide das Neuropeptid Glutamat Isoleucin (NEI) und 

das Neuropeptid Glycin Glutamat (NGE) (Nahon et al. 1989; Presse et al. 1990; Bittencourt et 

al. 1992) oder die durch alternatives Splicen aus dem Pmch hervorgehenden potentiell 

bioaktiven Peptide „MCHgene-overprinted peptides“ (MGOP) 14 und 27 (Toumaniantz et al. 

1996); keines dieser Peptide aktivierte den MCHR1 (Chambers et al. 1999, Saito et al.1999, 

Hawes et al. 2000). Ebenso beeinflussten NGE und NEI nach ihrer i.c.v. Injektion bei Ratten 

nicht die Nahrungsaufnahme (Tritos et al. 1998), was die Befunde von Nahon et al. (1989) zur 

fehlenden Affinität dieser Peptide zum MCHR1 bestätigte. 
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Die Suche nach MCHR1-Antagonisten für die Entwicklung möglicher Medikamente, die die 

Nahrungsaufnahme und damit Gewichtszunahme hemmen, wird intensiv von der Pharma-

industrie betrieben. Der von der Pharmafirma Takeda entwickelte MCHR1-Antagonist         

T-226296 hemmt effektiv die Nahrungsaufnahme, die durch eine hohe Dosis (5 µg/5µl) bei 

Ratten i.c.v. verabreichtes MCH stimuliert worden war (Takekawa et al. 2002).  

Die chronische i.c.v. Gabe eines MCHR1-Agonisten an Ratten über 14 Tage führte zu einem 

adipösen Phänotyp mit einer um 23 % erhöhten Nahrungsaufnahme, erhöhter kalorischer 

Effizienz und Körpergewichtszunahme um 38 % im Vergleich zu den Kontrolltieren 

(Shearman et al. 2003). Ebenso konnte ein Anstieg des Insulin- und Leptin-Spiegels beobach-

tet werden. Im Gegensatz dazu führte die chronische Gabe eines MCHR1-Antagonisten zu 

einer anhaltenden Verminderung der Nahrungsaufnahme um 16 %, der Körpergewichts-

zunahme (-35 %) und der Körperfettzunahme im Vergleich zu den Kontroll-Tieren, ohne 

Effekte auf die Lean body mass. Dies zeigt, dass die Hemmung des MCHR1 durch 

Antagonisten ein effektiver Ansatz sein kann, um Adipositas zu behandeln (Shearman et al. 

2003). 

Die Pharmafirma Synaptic entwickelte eine Familie von hochaffinen MCHR1-Antagonisten, 

die eine bis zu mehr als 1000fache Selektivität für MCHR1 aufwiesen im Vergleich zu 

MCHR2 und anderen GPCRs, die mit Nahrungsaufnahme verbunden sind, wie z. B. 

5.Hydroxytryptamin 2C (5-HT2c), Galanin und NPY (Borowsky et al. 2002). Der gegenwärtig 

interessanteste und vielversprechendste MCHR1-Antagonist ist der SNAP-7941. Dieser 

Antagonist hemmte die Nahrungsaufnahme von Ratten, die durch vorhergehende MCH-

Stimulation (3 nmol) ausgelöst wurde. Nicht nur die akute, sondern auch die chronische Gabe 

von SNAP-7941 an Ratten mit diät-indizierter Adipositas (DIO) führen zu einem deutlichen 

und anhaltenden Gewichtsverlust (26 %) aufgrund von Hypophagie. Ebenso bewirkte SNAP-

7941 eine Hemmung des Appetits und der Aufnahme von schmackhafter Nahrung (Borowsky 

et al. 2002). Da die chronische MCHR1-Blockade durch SNAP-7941 nur zu einer moderaten 

Verminderung der Nahrungsaufnahme, aber zu einer kontinuierlichen Reduzierung des 

Körpergewichts bis zum Ende der Behandlung mit dem Antagonisten führte, wird bei dem 

Effekt des SNAP-7941 auf das Körpergewicht eine Rolle für den Energieverbrauch vermutet 

(Übersicht Forray 2003). Zusätzlich wirkt dieser Antagonist bei Ratten und Meerschweinchen 

wie handelsübliche Antidepressiva und Anxiolytika (Borowsky et al. 2002). Dies steht im 

Gegensatz zu der in der Literatur beschriebenen Beobachtung der angstauflösenden Wirkung 

von MCH (Monzon und De Barioglio 1999; Monzon et al. 2001; Kela et al. 2003), unterstützt 

aber die Befunde über eine angstauslösende Wirkung von MCH (Gonzalez et al. 1996; s. u. 

1.6.2.1). Weitere Studien zur Klärung der Rolle des MCH bei der Beeinflussung der Angst-

entstehung oder –auflösung sind erforderlich. Kürzlich wurde von Synaptic ein signifikanter 
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Gewichtsverlust nach Gabe dreier verschiedener MCHR1-Antagonisten über 3 Tage berichtet, 

die auch Aktivitäten bei Test-Modellen mit Angst bzw. Depressivität sowie bei Test-Modellen 

für die Blasenfunktion aufwiesen (SYNAPTIC PHARM CORP: Marzabadi et al. 2003). Die 

Erfolge dieser in vivo getesteten MCHR1-Antagonisten bei der Gewichtsreduktion lassen 

hoffen, dass dessen weitergehende Entwicklung sowie dessen Anwendung im klinischen 

Bereich hilfreich bei der Behandlung von Adipositas sein werden (Collins und Kym 2003). 

Auch der Hinweis auf eine Beteiligung des MCH-Systems an psychischen Erkrankungen wie 

Depression oder Angstzuständen erhöht für die Pharmaindustrie die Attraktivität der 

Entwicklung von Antagonisten für den MCHR1 (Collins und Kym 2003). 

1.6.3.2 Zentrale Expression des MCHR1 

Bei Nagetieren wird der Mchr1 in verschiedenen Hirn-Regionen exprimiert, die an der 

Regulation der Nahrungsaufnahme, des Körpergewichts und der sensorischen Verarbeitung 

von Geruchs- und Geschmacks-Reizen beteiligt sind. Hohe Mchr1 mRNA Spiegel wurden im 

Gehirn in der olfaktorischen Region im Hippocampus und im medialen Nukleus accumbens 

gefunden (Lembo et al. 1999; Saito et al. 1999, 2001; Hervieu et al. 2000; Kokkotou et al. 

2001; Übersicht Saper et al. 2002; Hervieu 2003). Möglicherweise spielt der MCHR1 eine 

Rolle bei der Erstellung bzw. dem Abruf eines olfaktorischen Gedächtnisses, das mit einem 

bestimmten Ereignis des Ernährungsverhaltens verbunden ist (Übersicht Saito et al. 2000).  

Über die Verbindung von MCH Neuronen zum Nukleus accumbens könnte MCH einen 

Einfluss auf die „Belohnungs“-Aspekte der Ernährung haben, an denen der Nucleus 

accumbens beteiligt zu sein scheint (Übersicht Saper et al. 2002). So könnte MCH über eine 

Aktivierung des Nucleus accumbens eine Rolle bei der Erhöhung des Lustwertes von 

Nahrung spielen (Übersicht Saper et al. 2002) und somit das Nahrungsaufnahmeverhalten 

verändern (Übersicht DiLeone et al. 2003). DiLeone et al. (2003) vermuten im 

Zusammenhang mit der Expression des MCHR1 im Nucleus accumbens auch eine 

entscheidende Beteiligung des MCH am Suchtverhalten.  

Ebenso wurde eine MCHR1 mRNA Expression in den Nuklei des ventromedialen, 

dorsomedialen, paraventrikulären, lateralen sowie im arkuaten Kerngebiet des Hypothalamus 

festgestellt – neuronale Regionen, die die Nahrungsaufnahme und das Körpergewicht 

regulieren (Bittencourt et al. 1992; Kolakowski et al. 1996; Elias et al. 1998; Chambers et al. 

1999; Lembo et al. 1999; Saito al. 1999, 2001; Hervieu et al. 2000; Kokkotou et al. 2001; Suply 

et al. 2001; Hervieu 2003). Die MCHR1 Expressionsmuster stimmten überwiegend mit MCH 

Immunoreaktivitäten als auch mit monosynaptischen Verbindungen der MCH-Neuronen 

überein (Bittencourt et al. 1992). Die Expressionsorte des MCHR1 implizieren somit eine 
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Funktion des MCHR1 bei der Vermittlung des MCH-Effekts auf den Appetit, die Nahrungs-

aufnahme, das Körpergewicht und den Energiestoffwechsel. Ebenso implizieren die 

Expressionsorte des MCHR1 eine Funktion des MCH bei der Integrierung von Geschmack 

und Geruch und von positiven Belohnungsaspekten von Hunger und Sättigung (Collins und 

Kym 2003). Bei Nagetieren wurde Mchr1 mRNA peripher in niedrigeren Konzentrationen in 

Auge, Zunge, Niere, Skelettmuskel, Adipozyten, Schilddrüse, Haut und den ß-Zellen des 

Pankreas detektiert (Saito et al. 1999; Bradley et al. 2000; Suply et al. 2001; Kokkotou et al. 

2001; Hoogduijn et al. 2002). 

1.6.4 Identifizierung des MCHR2 und seine Charakterisierung 

Kürzlich wurde durch sechs Arbeitsgruppen unabhängig voneinander ein zweiter Rezeptor 

des MCH (MCHR2) beschrieben, der mit hoher Affinität MCH bindet (An et al. 2001; Hill et 

al. 2001; Mori et al. 2001; Rodriguez et al. 2001; Sailer et al. 2001; Wang et al. 2001). 

Er weist die höchste Homologie zu dem oben genannten MCHR1 auf (35-38 %), wobei eine 

44 %ige Identität der Aminosäuren in den Transmembrandomänen besteht (An et al. 2001; 

Wang et al. 2001; Sailer et al. 2001; Hill et al. 2001). Der MCHR2 besteht aus 340 Amino-

säuren und wird durch 6 Exons kodiert (Rodriguez et al. 2001; Wang et al. 2001; Sailer et al. 

2001; Hill et al. 2001). MCHR2 ist auf Chromosom 6q16 lokalisiert (Sailer et al. 2001). 

Kürzlich wurden zytogenetische Strukturveränderungen (Translokation) in der Chromo-

somen-Region 6q16 in Verbindung mit einem adipösen Phänotyp berichtet (Holder et al. 

2000; Übersicht Gilhuis et al. 2000). Der MCHR2 scheint hauptsächlich an die Gq-gekoppel-

ten Signalwege gebunden zu sein (Sailer et al. 2001; Wang et al. 2001). 

Die aus dem Pmch hervorgehenden Peptide MGOP, NEI und NGE scheinen, ebenso wenig 

an den MCHR1 auch nicht an MCHR2 gebunden zu werden (Sailer et al. 2001; Übersicht 

Boutin et al. 2002; Übersicht Saito et al. 2000). 

Auch die MCHR2 mRNA ist sowohl peripher im Fettgewebe und im Pankreas (An et al. 

2001) als auch in hohen Konzentrationen zentral in Cortex, Hypophyse, Hypothalamus und 

Hippocampus nachweisbar (Wang et al. 2001; An et al. 2001; Hill et al. 2001; Sailer et al. 

2001). MCHR2 wird somit ebenfalls hauptsächlich in solchen Gehirnregionen exprimiert, die 

an der Regulation der Energiebilanz beteiligt sind. Hill et al. (2001) fanden zusätzlich eine 

hohe Expression des MCHR2 im Fettgewebe; dies steht im Gegensatz zum MCHR1. In der 

Peripherie konnte MCHR2 ebenfalls in geringen Mengen in den Testes nachgewiesen werden 

(Mori et al. 2001). Aufgrund der Unterschiede im Expressionsmuster von MCHR1 und 

MCHR2 wird vermutet, dass MCHR2 in andere Funktionen des MCH, die nicht das 
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Ernährungsverhalten betreffen, eingebunden ist (Collins und Kym 2003). Kürzlich konnte 

gezeigt werden, dass mehrere Säugetierspezies keinen funktionsfähigen MCHR2 besitzen 

(Maus, Ratte) oder nur ein funktionsloses MCHR2 Pseudogen besitzen (Meerschweinchen, 

Hase), während sie eine messbare MCHR1 Expression aufweisen; lediglich bei Hund, Rhesus-

affe und Frettchen fand sich ein funktionsfähiger Rezeptor 2 des MCH (Tan et al. 2002). 

1.6.5 Beteiligung des MCHR1 an Energieaufnahme bzw. –verbrauch 

1.6.5.1 MCHR1 bei Maus und Ratte 

Die MCHR1 Expression war bei hungernden und ob/ob-Mäusen signifikant erhöht und wurde 

durch Leptin-Gabe gehemmt. Infolgedessen könnte der MCHR1 ein mögliches Ziel der 

zentralen Leptin-Wirkung darstellen und eine entscheidende Rolle im Nahrungsverhalten und 

in der Energiebilanz spielen (Kokkotou et al. 2001). 

1.6.5.2 MCHR1 Knockout-Mäuse 

Sowohl die Pmch-/- als auch die Mchr1-/- defizienten Mäuse wiesen eine reduzierte Fettmasse 

und eine erhöhte metabolische Rate auf (Shimada et al. 1998; Chen et al. 2002; Marsh et al. 

2002). Während Marsh et al. (2002) ein ähnliches Körpergewicht von Mchr1-/- (C57BL/6 

Hintergrund) und Wildtyp-Maus beschrieben, berichteten Chen et al. (2002) ein reduziertes 

Körpergewicht bei Mchr1-/--Mäusen (129/B6 Hintergrund). Zusätzlich waren die Mchr1-/--

Mäuse weniger empfänglich (Marsh et al. 2002) oder resistent für Diät-induzierte Adipositas 

(Chen et al. 2002). Die Ausschaltung des MCHR1 übte bei männlichen einen stärker ausge-

prägten Effekt auf das Körpergewicht und den Körperfett-Gehalt als bei weiblichen Mäusen 

aus (Chen et al. 2002). Bei Fütterung einer fettreichen Diät zeigten die männlichen Mchr1-/- 

Mäuse eine signifikante Reduktion des Körpergewichts sieben Wochen früher und ebenso 

eine stärker ausgeprägte Reduktion der Fettmasse (50% vs 30% in der 15. Woche) als die 

weiblichen Mchr1-/- Mäuse. Dies konnte nicht aus einer verminderten Nahrungsaufnahme 

resultieren, weil die weiblichen (15 %) und die männlichen knockout-Tiere (20 %) mehr 

Kalorien pro Einheit Körpergewicht als die Wildtyp-Tiere aufnahmen. Deshalb könnte die 

Reduktion des Körpergewichts und des Körperfetts darin begründet sein, dass einerseits die 

Energieeffizienz (Körpergewichtszunahme pro Kilokalorie Nahrungsaufnahme) bei den 

männlichen Knockout Mäusen herabgesetzt, die metabolische Rate aufgrund eines erhöhten 

Energieverbrauchs erhöht und die körperliche Aktivität der männlichen Mchr1-/- Mäuse leicht 

erhöht ist (Chen et al. 2002). Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass MCHR1 die 

Effekte des MCH auf die Energiehomöostase vermittelt (Übersicht Forray 2003). 
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Die unerwartete Hyperphagie der MCHR1-/- Mäuse verdeutlicht die Komplexität des 

MCH/MCHR-Systems. Eine veränderte Nahrungs- oder Geruchspräferenz der MCHR1-/- 

Mäuse könnte die erhöhte Nahrungsaufnahme erklären (Marsh et al. 2002). 

 

Abb. 1-7: Neuraler Regelkreis, der in die Energiehomöostase eingebunden ist (nach Schwartz 
und Gelling 2002). MCH ist ein Peptid, das die Nahrungsaufnahme stimuliert und in den 
Neuronen des lateralen Hypothalamus exprimiert wird. Es wird vermutet, dass diese MCH-
Neuronen den POMC- und NPY/AGRP-Neuronen nachgeschaltet in einem Signalweg der 
Energiehomöostase liegen. Leptin und Insulin sind Hormone, die in Proportion zu dem 
Körperfett zirkulieren und die POMC-Neuronen aktivieren, während sie die NPY/AGRP-
Neuronen hemmen und so einen Gewichtsverlust bewirken. Im Gegensatz dazu stimuliert 
das gastrische Hormon Ghrelin die NPY/AGRP-Neuronen und bewirkt eine Gewichts-
zunahme. MCH-Neuronen werden durch die POMC-Zellen gehemmt, während die 
NPY/AGRP Neuronen mutmaßlich den entgegengesetzten Effekt bewirken. Da ein 
Gewichtsverlust die Insulin- und Leptin-Spiegel sinken lässt, während die Ghrelin-Spiegel 
steigen, aktivieren mehrere Reaktionen des arkuaten Kerngebietes (Aktivierung der 
NPY/AGRP-Neuronen und Hemmung der POMC-Neuronen) die MCH-Neuronen. 
Dieser Signalweg kann durch einen pharmakologischen Antagonisten des Rezeptors 1 des 
MCH SNAP7941 unterbrochen werden. Dieses Medikament hemmt nicht nur die 
Nahrungsaufnahme und schützt vor Adipositas, sondern wirkt auch wie ein Anti-
depressivum bzw. Anxiolytikum (Schwarz und Gelling 2002). 
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Bächner et al. (2002) identifizierten ein bei Maus, Ratte und Mensch hochkonserviertes 

MCHR1-interagierendes Zink-Finger-Protein (MIZIP). Da MIZIP in vielen Geweben, v. a. im 

Gehirn, mit MCHR1 ko-exprimiert wird und mit dem C-Terminus des MCHR1 interagiert, 

wird von den Autoren vermutet, dass MIZIP in die MCHR1-Funktion als regulatorisches 

Molekül involviert ist (Bächner et al. 2002). 

MCH wird über die Bindung an den MCHR1 als Vermittler der Nahrungsaufnahme und der 

Senkung des Energieverbrauchs als Reaktion auf die Signale aus dem arkuaten Kerngebiet des 

Hypothalamus verstanden, welcher wiederum die Signale aus der Peripherie über Ernährungs-

zustand und Hunger bzw. Sättigung verarbeitet (s. Abb. 1-7; Schwartz und Gelling 2002). Es 

existieren auch weitere Hypothesen, die von einer Aktivierung der NPY/AGRP-Neuronen im 

arkuaten Kerngebiet des Hypothalamus und von einer Hemmung des α-MSH und CART 

bzw. des ventromedialen Hypothalamus ausgehen. Aus der beschriebenen entscheidenden 

Rolle des Melanin-konzentrierenden Hormon-Systems für die Adipositas und weitere Erkran-

kungen ergibt sich die Notwendigkeit, dieses System zum Ziel einer intensiven Forschung 

über die medikamentöse Therapierbarkeit zu machen. 

1.7 Ziel der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit soll das Kandidatengen Rezeptor 1 des Melanin-konzentrierenden 

Hormons (MCHR1) in Hinblick auf eine mögliche Beteiligung an der Regulation des Appetits, 

der Nahrungsaufnahme, des Energiestoffwechsels und damit insgesamt an der Gewichts-

regulation sowie der Entstehung von Adipositas untersucht werden. MCHR1 wurde in 

Studiengruppen aus deutschen adipösen Kindern und Jugendlichen und ihren Eltern sowie 

deutschen über-, normal- und untergewichtigen Studenten analysiert. 

Mit der Erzielung signifikant positiver Ergebnisse sollte der Hinweis auf die funktionelle 

Relevanz des MCHR1 bei der Regulation von Nahrungsaufnahme und Energiestoffwechsel 

über funktionelle Studien durch Kooperationspartner untermauert werden. 

Zusätzlich sollte die Typisierung eines Missense-SNP des MCHR1 für den Versuch der 

Bestätigung der positiven Ergebnisse über die Typisierung in weiteren Population bzw. 

Ethnien erfolgen. Es wurden Stichproben aus Deutschland, Dänemark, Frankreich und 

Amerika untersucht. Die Genotypisierungen wurden teilweise von den Kooperationspartnern 

selbst übernommen. 



Ein l e i t u n g :  1 . 7  Z i e l  d e r  A r b e i t  35 

Die Ziele waren im speziellen: 

I) eigene Arbeiten: 

1) Mutationsscreening des MCHR1-Locus 

a) Ermittlung der genomischen Organisation 

b) Untersuchung der kodierenden Region, des Introns und der ersten 317 bp der 5’ Region 

auf mögliche Mutationen und Polymorphismen mittels SSCP und dHPLC 

c) Identifizierung von Varianten mittels Sequenzierung von DNA-Proben mit auffälligen 

SSCP- bzw. dHPLC-Mustern 

2) Typisierung neu detektierter bzw. bekannter Polymorphismen bei adipösen Probanden 

und ihren Eltern sowie bei über-, normal- und untergewichtigen Kontroll-Personen 

mittels entsprechender Methoden (SSCP, PCR-RFLP oder Tetra-Primer ARMS-PCR) für 

Assoziationsstudien und gegebenenfalls Transmission-Disequilibrium-Tests (TDT) 

3) Typisierung von einem SNP mittels PCR-RFLP in einer weiteren deutschen Studien-

gruppe aus Berlin und einer dänischen Studiengruppe für den Versuch der Bestätigung der 

unter 2) erzielten Assoziations- und TDT-Ergebnisse 

II) Von Kooperationspartnern durchgeführte Arbeiten: 

4) Mutationsscreening des MCHR1-Locus 

a) Ermittlung der genomischen Organisation 

b) Sequenzierung der kodierenden Region, des Introns und von 9,8 kb der 5’ Region 

5) Expressionsanalysen 

6) Durchführung von funktionellen in vitro Studien 

a) Promoterstudien mittels eines Luziferase Assays 

b) Assays zur Bestimmung der Inositolphosphat- und cAMP-Akkumulierung in der Zelle 

a) Oberflächenexpressions-Assay 

7) Schätzung des individuellen und epidemiologischen Risikos 

8) Phänotyp orientierte post hoc Tests aufgrund der beschriebenen Phänotypen und der 

geschlechtsspezifischen Unterschiede bei der MCHR1-/- Maus 

a) physische Aktivität 

b) prozentualer Körperfettgehalt 

c) prozentualer Fett-Anteil an der Gesamt-Energieaufnahme 

9) Typisierung von einem bzw. zwei SNPs mittels PCR-RFLP in einer weiteren deutschen 

Studiengruppe (KORA), einer Studiengruppe aus Frankreich und einer aus den USA für 

den Versuch der Bestätigung der unter 2) erzielten Assoziations- und TDT-Ergebnisse. 
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2 Material 

2.1 Untersuchungsmaterial und Probandenkollektive 

Als Untersuchungsgut wurde EDTA-Blut eingesetzt. 

2.1.1 Rekrutierung der Probanden 

Für die vorliegenden Studien wurden Probanden und gegebenenfalls deren Eltern und 

Geschwister durch Mitarbeiter der Klinischen Forschergruppe aus verschiedenen Orten der 

Bundesrepublik rekrutiert (Übersicht Hinney et al. 1997):  

(1) Klinik Hochried, Murnau (Spezialklinik zur Behandlung von Kindern und Jugendlichen 

mit extremer Adipositas): extrem adipöse Kinder und Jugendliche. 

(2) Adipositas Rehabilitationszentrum INSULA, Berchtesgaden (Langzeittherapie für 

Jugendliche mit extremer Adipositas): extrem adipöse Kinder und Jugendliche. 

(3) Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie des Kindes- und Jugendalters der Philipps- 

Universität, Marburg: extrem adipöse Kinder und Jugendliche, unter-, normal- und über-

gewichtige Studenten der Philipps-Universität. 

(4) Spessartklinik Bad Orb: extrem adipöse Kinder und Jugendliche. 

Mit den extrem adipösen Kindern und Jugendlichen und gegebenenfalls ihren Eltern und 

Geschwistern wurden durch Mitarbeiter der Klinischen Forschergruppe Interviews zur 

Gewichtsanamnese, Erfassung soziodemographischer Daten und organischer Erkrankungen 

durchgeführt. Jeder Patient wurde über Zweck und Ziel der Studien der Klinischen Forscher-

gruppe anhand eines Informationsblattes aufgeklärt und unterzeichnete eine Einverständnis-

erklärung seiner Teilnahme. Bei Minderjährigen wurde diese von mindestens einem 

Erziehungsberechtigten eingeholt. Die personenbezogenen Daten wurden verschlüsselt und 

werden gemäß dem gültigen Datenschutzgesetz verwahrt. Ein positives Votum zur Durch-

führung der Studie liegt von der Marburger Ethik-Kommission vor. 

Kriterien für die Aufnahme in die Studie 

Für die Aufnahme der Probanden in die Studiengruppen galten, unabhängig von der 

Gewichtsklasse folgende Kriterien: 

(1) Ausschluss organischer Erkrankungen, die das Körpergewicht beeinflussen 

(2) Ausschluss einer Dauermedikation, die das Körpergewicht beeinflusst (ausgenommen 

Kontrazeptiva) 

(3) maximaler Zigarettenkonsum von 10 Zigaretten täglich
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Für die einzelnen Studiengruppen existieren jeweils folgende zusätzliche Aufnahme-Kriterien: 

• Adipositas (Kinder und Jugendliche): extreme Adipositas (BMI ≥ 97. Perzentile) 

• untergewichtige Kontrollgruppe:  BMI ≤ 15. Perzentile 

• normalgewichtige Kontrollgruppe:  BMI ≥ 40. und ≤ 60 Perzentile 

• übergewichtige Kontrollgruppe:  BMI ≥ 90. Perzentile 

Untersucht wurden weiterhin die Eltern der extrem adipösen Kinder und Jugendlichen; für sie 

galten keine einschränkenden Kriterien für die Rekrutierung. Von der Familienuntersuchung 

ausgeschlossen wurden Familien, bei denen Vater- und/oder Mutterschaft nicht mit den 

Vererbungsregeln nach Mendel vereinbar waren. Dies wurde mittels vorangegangener Typisie-

rungen von SNPs und Mikrosatelliten überprüft. 

2.1.2 Studiengruppen 

Die für MCHR1 untersuchten Studiengruppen der Klinischen Forschergruppe sind in       

Tab. 2-1 dargestellt. 

Tab. 2-1: Darstellung der Studiengruppen 

Studiengruppe Anzahl 
gesamt 

Anzahl 
geschlechts-

getrennt 

Mittlerer 
BMI 

(kg/m2) 

BMI-
Perzentile 

Mittleres 
Alter 

(Jahre) 

1. extrem adipöse Kinder 359 (w) 
und Jugendliche 

620 
261 (m) 

33,4 ± 6,6 99,3. 14,0 ± 2,7 

    1a) extrem adipöse Kinder 127 (w) 
     und Jugendliche* 

215 
88 (m) 39,8 ± 5,3 ≥ 90. 15,3 ± 2,4 

    1b) Trios (extrem adipöse  304 (w) 
      Kinder mit Eltern)** 

525 
221 (m) 32,2 ± 6,0 ≥ 90. 13,7 ± 2,8 

2.  untergewichtige 110 (w) 
Studenten 

230 
120 (m) 

18,3 ± 1,1 ≤ 15. 25,2 ± 3,7 

3. normalgewichtige 49 (w) 
Studenten 

96 
47 (m) 

21,9 ± 1,1 ≥ 40. ≤ 60. 24,7 ± 2,6 

4. übergewichtige 51 (w) 
Studenten 

99 
48 (m) 

29,1 ± 3,4 ≥ 90 25,3 ± 3,7 

* ist eine Untergruppe der Studiengruppe 1, sie geht auch in die Gruppe 1b ein; ** die adipösen Kinder und 
Jugendlichen bilden eine Untergruppe der Studiengruppe 1 

Die Probandenkollektive der für den Versuch der Bestätigung der positiven Ergebnisse 

herangezogenen Studiengruppen aus Berlin, München, Kopenhagen, Paris und Philadelphia 

werden im folgenden beschrieben: 
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5. Berlin: Zufällige Stichprobe von 196 (98 weiblichen) nicht verwandten deutschen adipösen 

Kindern (BMI ≥ 90. Perzentile), die sich in der Poliklinik für pädiatrische Endokrinologie 

des Kinderkrankenhauses der Berliner Charité im Jahr 2001 vorgestellt hatten. Als 

Kontrollgruppe wurden 99 (57 weibliche) nicht verwandte normalgewichtige Säuglinge mit 

angeborenem endokrinen Störungen, die ebenso in der Poliklinik für pädiatrische Endo-

krinologie des Kinderkrankenhauses der Berliner Charité vorgestellt wurden, herangezogen. 

6. KORA: 4056 deutsche Individuen (2030 Frauen), die im Rahmen der epidemiologischen 

Studie „Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg“ (KORA; Filipiak et al. 2001) 

von Oktober 1999 bis April 2001 rekrutiert worden sind und die bevölkerungsrepräsentativ 

für die Altersspanne von 25 bis 74 Jahren für die Stadt und die Region Augsburg (Bayern, 

Deutschland) sind. Diese Personen repräsentieren alle BMI-Perzentilen in einem Bereich 

von ≤ 10. bis ≥ 95. Perzentile. Die initialen Analysen basierten auf dem Vergleich der Allel- 

und Genotypfrequenzen derjenigen Probanden mit einem BMI > 90. Perzentile und ≤ 50. 

Perzentile. Post hoc Analysen basierten auf der Einteilung von BMI-Perzentilen und dem 

Geschlecht in entsprechenden Altersgruppen. 

7. Dänemark: 231 Männer (BMI ≥ 31 kg/m2), die  bereits im Jugendalter adipös waren und 

318 männliche Kontroll-Personen (BMI < 31 kg/m2), die bei der Musterung für den Wehr-

dienst im Alter von 18-26 Jahren (mittleres Alter 19,9 ± 1,9 Jahre) zwischen 1953 und 1977 

im östlichen Teil Dänemarks ausgewählt wurden (Sonne-Holm et al. 1989; Echwald et al. 

2001). In dieser Population der Wehrdienstpflichtigen wurde als Kriterium für die adipöse 

Gruppe die 99,5. Perzentile angelegt. Die DNA-Proben wurden in einer Follow-up-

Untersuchung zwischen 1998 und 2000 gesammelt. 

8. Frankreich: 468 adipöse (353 weibliche; mittlerer BMI 47,8 ± 7,8 kg/m2; mittleres Alter 

43,3 ± 12,2 Jahre) Erwachsene und 322 Kontroll-Personen (166 weibliche; mittlerer BMI 

21,5 ± 1,8 kg/m2; mittleres Alter 51,9 ± 10,8 Jahre) aus Paris. 

9. USA: Ein amerikanisches Studienkollektiv von 187 Trios (153 weibliche Indexpatienten), 

das sich aus 160 extrem adipösen europäischen Amerikanern und 27 extrem adipösen 

afrikanischen Amerikanern (mittlerer BMI 50.5 ± 9.4 kg/m2; mittleres Alter 37.2 ± 9.3 

Jahre) sowie ihren beiden Eltern zusammensetzt.  
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2.2 Chemikalien und Geräte 

2.2.1 Chemikalien 

In Tabelle 2-2 sind die verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquelle aufgeführt: 

Tab. 2-2: Verwendete Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

123 bp DNA-Längenstandard Gibco BRL (Eggenstein) 
[2,8-3H]-adenine (24.2 Ci/mmol) Perkin Elmer (Weiterstadt) 
3-isobutyl-1-methylxanthine Sigma (Deisenhofen) 
3,3´,5,5´-tetramethyl benzidine substrate solution Pierce (Rockford, IL) 
Acetonitril Merck (Darmstadt) 
Acrylamid-Bis Acrylamid (37,5:1) Q Biogene (Heidelberg) 
Agarose NEEO Roth (Karlruhe) 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Anti-HA-Antikörper, der Peroxidase markiert ist Roche (Mannheim) 
APUWA (steriles Aqua bidest) Fresenius (Bad Homburg) 
Aqua bidest/HPLC Roth (Karlruhe) 
BigDye Terminator Cycle sequencing v20 kit Applied Biosystems (Weiterstadt) 
Borsäure Riedel-de-Haën (Taufkirchen) 
Bromphenolblau Merck (Darmstadt) 
Carbachol Sigma (Deisenhofen) 
Dibutyryl-cAMP (dbcAMP) Sigma (Deisenhofen) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma (Deisenhofen) 
DNA- Polymerisationsmix (dNTP) Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) PAA - Cell Culture Company (Pasching, A) 
Earle’s modified Eagle Medium (Earle’s MEM) PAA Cell Culture Company (Pasching, A) 
Essigsäure Riedel-de-Haën (Taufkirchen) 
Ethanol 100%, vergällt Apotheke, Klinikum Marburg 
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe) 
Ethylen-ediamin-tetraacetic-acid (EDTA) Roth (Karlsruhe) 
Fetales Kälberserum (FCS) PAA - Cell Culture Company (Pasching, A) 
Ficoll (Type 400) Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Formaldehyd Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) 
Formamid Sigma (Deisenhofen) 
Glyzerol Sigma (Deisenhofen) 
Harnstoff Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden) 
Isoproterenol Sigma (Deisenhofen) 
LiCl Sigma (Deisenhofen) 
Long Ranger Roth (Karlsruhe) 
Low DNA mass ladder Gibco BRL (Eggenstein) 
Magnesiumchlorid Sigma (Deisenhofen) 

- Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt -  
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- Fortsetzung der Tabelle 2-2 -  

Melanin-konzentrierendes Hormon Phoenix Peptide Inc. (Karlsruhe) 
METAFECTENE Biontex (München) 
myo-[2-3H] inositol (15,0 Ci/mmol) Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Natriumcarbonat Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) 
Penizillin PAA - Cell Culture Company (Pasching, A) 
peroxidase-labeled anti-HA monoclonal antibody Roche (Mannheim) 
Pronase E Sigma (Deisenhofen) 
Puffer 10x (Reaktionspuffer für PCR) Sigma (Deisenhofen) 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden) 
Salpetersäure Merck (Darmstadt) 
Salzsäure Merck (Darmstadt) 
Schwefelsäure 1 M Merck (Darmstadt) 
SDS Roth (Karlsruhe) 
Silbernitrat Roth (Karlsruhe) 
Streptomycin  PAA - Cell Culture Company (Pasching, A) 
Taq-Polymerase Sigma (Deisenhofen); Perkin Elmer (Weiterstadt) 
Tetra-methyl-ethylendiamin (TEMED) Sigma (Deisenhofen) 
Thermo sequenase fluorescent labeled primer cycle 
sequencing kit with 7- deaza- dGTP Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 

Trichloressigsäure (5 %) Merck (Darmstadt) 
Triethylammonium Acetat (TEAA) Transgenomic (Cheshire, GB) 
Tris-Base Sigma (Deisenhofen) 
TrisHCl Roth (Karlsruhe) 
Xylene-Zyanol blau Merck (Darmstadt) 
 

2.2.2 Puffer 

Alle verwendeten Lösungen wurden mit Aqua bidest angesetzt und, wenn nicht anders 

erwähnt, anschließend autoklaviert. Die hierfür verwendeten Chemikalien besaßen den 

Reinheitsgrad p. a.. 

2.2.2.1 Puffer für die Isolierung genomischer DNA 

Red cell lysis buffer (RCLB) 10 mM Tris/HCl  
PH 7,6 5 mM MgCl2 
 10 mM NaCl 

SE-Puffer 75 mM NaCl 
PH 8,0 25 mM EDTA 

TE-Puffer 10 mM Tris/HCl  
PH 8,0 1 mM EDTA 

 



Mat e r i a l :  2 . 2  Ch em ika l i e n  u n d  G e r ä t e  41 

2.2.2.2 Puffer für die Gelelektrophorese 

Diese Lösungen wurden nicht autoklaviert. 

Agarose-Gelelektrophorese  

50x TAE 242,0 g Tris/HCl 
(per Liter) 57,0 ml Essigsäure 100 % 
 100,0 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0 

1x TAE 0,2 l 50x TAE 
 9,8 l Aqua bidest 

Auftragspuffer 15 % (w/v) Ficoll (Type 400) 
 0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
 0,25 % (w/v) Xylen Zyanol 

Einzelstrang-Konformationsanalyse 

10x TBE 108,0 g Tris-Base 
(per Liter) 55,0 g Borsäure 

 8,3 g EDTA 

Auftragspuffer 8 ml EDTA (0,5 M) 
 190 µl deionisiertes Formamid 
 2 ml Glyzerol 
 50 mg Bromphenolblau 
 50 mg Xylen Zyanol 
 ad 200 ml Aqua bidest 

2.2.2.3 Puffer für die Detektion von DNA 

Silberfärbung 

Diese Lösungen wurden nicht autoklaviert. 

Fixierer 10 % (v/v) Ethanol 
 0,5 % (v/v) Essigsäure 

Entwickler 280 mM NaCO3 
 0,019 % (v/v) Formaldehyd 
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2.2.2.4 Puffer für die denaturing high-performance liquid chromatography (dHPLC) 

Diese Lösungen wurden nicht autoklaviert. 

Puffer A 50 ml 2M Triethylammonium Acetat (TEAA) 
 250 µl Acetonitril 
 ad 1 l Aqua bidest/HPLC 

Puffer B 50 ml 2M Triethylammonium Acetat (TEAA) 
 250 ml Acetonitril 
 ad 1 l Aqua bidest/HPLC 

Puffer C 750 ml Acetonitril 
 ad 1 l Aqua bidest/HPLC 

Puffer D 80 ml Acetonitril 
 ad 1 l Aqua bidest/HPLC 
 

2.2.3 Zelllinien, cDNA, Plasmide und Vektoren 

In Tabelle 2-3 sind die für die Expressionsanalysen und funktionellen in vitro Studien 

verwendeten Zelllinien, cDNA, Plasmide und Vektoren aufgeführt. Die Expressionsanalysen 

wurden von den Kooperationspartnern Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für 

Genomanalyse; Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena) und die funktionellen Studien 

von den Kooperationspartnern Dr. C. Platzer (Institut für Anatomie II, Jena) und 

Dr. C. Hess/Prof. T. Gudermann (Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Philipps-

Universität Marburg, Marburg) durchgeführt. 

Tab. 2-3: Für die Expressionsstudien und funktionellen in vitro Studien verwendete 
Zelllinien, cDNA, Plasmide und Vektoren  

Zelllinien, cDNA, Plasmide, Vektoren Hersteller/Quelle 

Humane cDNA Bibliotheken MTC Panel I und II Clontech Laboratories (Palo Alto, USA) 
Humane Präadipozyten Zelllinien SGBS Wabitsch et al. 2001 
Plasmid pCR2.1-TOPO Invitrogen (Karlsruhe) 
Vektor pcDNA3.1 Invitrogen (Karlsruhe) 
pGL3-Basic Luciferase Reporter Vector  (Promega, Mannheim) 

P12 Ratten Phäochromozytom-Zellen Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (Braunschweig) 

 

 



Mat e r i a l :  2 . 2  Ch em ika l i e n  u n d  G e r ä t e  43 

2.2.4 Oligonukleotide und Restriktionsenzyme 

Die Sequenzen der Oligonukeotide sind immer in der Tranksriptions-Richtung 5’→3’ ange-

geben. Mit f oder r wurden die vorwärts (forward) bzw. rückwärts (reverse) gerichteten Primer 

gekennzeichnet.  

2.2.4.1 Primer für das Mutationsscreening 

Tab. 2-4: Primer, Amplikon-Längen und Annealing-Temperaturen für die PCR-Reaktionen 
im initialen Mutationsscreening* des MCHR1** 

Frag- Primer (5’ 3’) Position im Klon Amplikon- Annealing- 
ment  Z86090 Länge (bp) Temp. (°C) 

5’ MCHR-Prom-f/ MCHR-Prom-r 99745 - 100304 560 58 
Re- AGCCTTTGATTCCCAAGCTA    
gion TCCCACAACCGAGCTGAG    

Exon1 MCHR-1 long-f/ MCHR-1 long-r 100062 - 100302 241 65 
 AGCCTGGGACTGAAGAAGTT    
 GCTCAGCTCGGTTGTGG    

Exon1 MCHR-1-f/MCHR-1-r 100286 – 100484 199 63 
 GCTCAGCTCGGTTGTGG    
 GCAGTTTGGCTCAGGGG    

Intron MCHR-I1a-f/MCHR-I1a-r 100442 - 100841 400 64 
 TGTGGGTGGAAAATGGGAAG    
 CCTCTCCCAGGTGGCAGTAA    

Intron MCHR-I1b-f/MCHR-I1b-r 100842 - 101242 401 64 
 CCCTGGGAAGGGAAGACT    
 CTTTTCCTATGTGTAGCCCTGA    

Intron MCHR-I1c-f/MCHR-I1c-r 101277 - 101598 322 64 
 CTTACTTTTGTGTCCTTCTGGCTA    
 GCTGTTTGACATGGGCTTTG    

Exon2 MCHR-2a-f/MCHR-2a-r 101582 – 102169 588 62 
 GCCCATGTCAAACAGCCAAC    
 AGGGTGAACCAGTAGAGGTC    

Exon2 MCHR-2b-f/MCHR-2b-r 102083 – 102632 550 60 
 TGCCAGACTCATCCCCT    
 TTGGAGGTGTGCAGGGT    

* Mutationsscreening der kodierenden Region erfolgte mittels SSCP und der 5’ Region sowie des Introns  
  mittels dHPLC  
** MCHR1 Transkript (AB063174; Shimomura et al. 1999) 
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2.2.4.2 Primer für die Sequenzierung 

Tab. 2-5: Primerpaare für die Sequenzierung* der Varianten in der kodierenden Region des 
MCHR1** 

Primerpaar forward Sequenzierungsprimer reverse Sequenzierungsprimer 

SeqMCHR-1 
MCHR 1s-f 
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
CTCAGCTCGGTTGTGG 

MCHR 1s-r 
GAGCGGATAACAATTTCACACAG
GGCAGTTTGGCTCAGGGG 

SeqMCHR-2a 
MCHR 2as-f 
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
CCCATGTCAAACAGCCAAC 

MCHR 2as-r 
GAGCGGATAACAATTTCACACAG
GAGGGTGAACCAGTAGAGGTC 

SeqMCHR1-2b 
MCHR 2bs-f 
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
CCAGACTCATCCCC 

MCHR 2bs-r 
GAGCGGATAACAATTTCACACAG
GTTGGAGGTGTGCAGGGT 

* Sequenzierung der Varianten in der CDS des MCHR1 erfolgte am LiCor 4200-2; Sequenzierung der 
  Varianten im 5’ Bereich des MCHR1 sowie im Intron erfolgte durch das Sequenzierungslabor (SEQLAB, 
  Sequence Laboratories Göttingen GmbH) 
** MCHR1 Transkript (AB063174; Shimomura et al. 1999) 
kursiv: gelabelte M13 Sequenzen (AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT für die forward-Primer und  
   GAGCGGATAACAATTTCACACAGG für die reverse-Primer) wurden an das 5´Ende jedes Primers  
   angehängt 

Tab. 2-6: Primerpaare für die genomische Sequenzierung* des MCHR1-Locus**mittels nested 
PCR*** 

Re-
gion 

Primer PCR 1 Primer PCR 2 

A A1f: GCTTCCACCCTACATTGGTC A2f: AGCATTAACTCTCCCTGCAC 
 A1r: AGGTCAATCACGAGGTTAGG A2r: CCATAATGCCAGCTACACAG 

  A3f: GTCCAGTAGACATGCTCACC 
  A3r: TACCAAAGTGACTGAGCCTG 

  A4f: CACTCCTACCATTCAAAGGC 
  A4r: AGGCTCTGTGGATACAGTGG 

  A5f: GCCATGATTTTGTGAGTCCC 
  A5r: CTGGATGTGCTTACTTAGGG 

  A6f: ACTATGGCATGTGGAAGAGG 
  A6r: GGGAGAAGTCATGCCTGAAG 

  A7f: CCCTAAGTAAGCACATCCAGTC 
  A7r: GGAAGTAGTGGTTAGCAGTTGG 

  A8f: CTCCCAGGTTCAAACGATTC 
  A8f2: AGTCTCACTCTGTCGCAC 
  A8r: GGCTAACACGGTGAAACCTC 

B B1f: GCCTGGCTAAAACTTCTGAC B2f: GTGCAGTGGTGTGATCTCGG 
 B1r: GCATTGCCCTCAACAATGAC B2f2: AGGTAGCTGAGGCATGAG 
  B2r: GGCTGAGGCAGAAGAATCGC 

  B3f: GTCTCACTCTGTCGCTCAGG 
  B3r: ATGGAGTTGTGGGGGAGGTC 

- Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt - 
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- Fortsetzung der Tabelle 2-6 - 

  B4f: CCCTGACTCACTCTGTTCCC 
  B4r: TTCTGCCAGGATCTGCCCAC 

  B5f: AGGACTATGGAGTTAGCTGG 
  B5r: CTTTCTTGCACCTCTGCAAC 

  B5f2: AGTCTCCCTCTGTCACCC 
  B6f: CCAAAGCAACAATGAGAGACCC 
  B6r: GACCCACCTTGTCATGTACC 
  B6r2: GTCCCTTGTACTTGCGAG 

C C1f: GGCAGAGTCAGATAGCCAGC C2f: TCCTGACTCTTAACACTCGC 
 C1r: CTAGCACCCTCAAGATCCAC C2r: CAGTGACATCAAGAGGATGG 

  C3f: GTCACTGTCAAAGTCAGAGG 
  C3r: GCTGGGACTTACTTAGATGG 

  C4f: TAGTCTTCTAGGTGGCACTG 
  C4r: TCACCAGTGGAAATCCCATC 

  C5f: GTAGTGAAGACACTGGTGGG 
  C5r: AGCTACTTGGGAGTCTGAGG 
  C5r2: CACTCCCACACATAGTCC 

D D1f: GGGACTATGTGTGGGAGTGG D2f: GTCACCTATGCTGAAGTGCC 
 D1r:CCTGGGTGACAGAACGAG D2r: TAGGCACAAGCCACAACG 

  D3f: CAGAAGTGGATCTTGAGGG 
  D3r: TCCAGTGATCCACCAGCC 

  D4f: AATCTCACCACTGCACCC 
  D4r: GCATGTTAGGACTGGCTC 

  D5f: GGCAACATAGTGAGACTCC 
  D5r: TGCCATTACCCTCCAGCC 

  D6f: GCCAGTCCTAACATGCTTC 
  D6r: GTTTGGTGGGAGGTGATTGG 

E E1f: TCAGCTCACTGCAACCCTC E2f: TAGCTGGGACTACAGGCAC  
 E1r: GGAAATTGTCAGTGCAGAGG E2r: TGGATTGACTGAGGTCAGG  

 E3f: GAGGCAAGAGTCACCACACC E4f: AGTAGCTGGGATTACAGG  
 E3r: TGAGGTCCCTGAGGTTTGGC E4r: GGAAATTGTCAGTGCAGAGG 

  E5f: TGACCTCAGTCAATCCACC 
  E5r: TCACGCCTGAAATCCCAGC 

  E6f: CTCACTGCAATTTCCACCTC 
  E6r: CATCCTGGCTAACATGGTG 

  E7f: CTCTCTTGGTATTCCTGG 
  E7r: GAAGTGAGCTGAGATTGG 

  E8f: GGTATTACAGGTGTGAGC 
  E8r: GGGTGATTCTGAAGAACAGG 

  E9f: GCTGGTCTTGAACTCCTG 
  E9r: TTACTACCTGCCAAGCAC 

F F1f: GCTTCTCAGTGAGGTCTTCC  F2f: ACCTCTGCTGGTATTCAGGG  
 F1r: CCCTCAGAGCAAAGCAGACC E3r: TGAGGTCCCTGAGGTTTGGC 

  C3f: CTTAACGCCTTTGCCTCTGC 
  C3r: GAGTCCAGAGGAAACTGTGC 

- Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt - 
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- Fortsetzung der Tabelle 2-6 - 

  C4f: AGCGAGATAGTTGGAAGCCG 
  C4r: TAACCTCTTCAGTCCCAGGC 

  C5f: GGAGATCCCTTTCCTGATGG 
  C5r: CCCAAGCAGTTTGGCTCAGG 

G G1f: CACAGTTTCCTCTGGACTC  G2f: GCTAAGCCAAGCTGCTCTC  
 G1r: AACTCGTCAGCATAGCCAG G2r: TGCTCCCACAACCGAGCTG 

  G3f: CCAGGCTACGGAGGAAGAC 
  G3r: CCTCAGAGCAAAGCAGACC 

  G4f: CAGGTGAGTTGACTGGGAG 
  G4r: GTGGCAGTAAGGATGTCTC 

  G5f: GTTCCAAAGATGCTTGGCAG 
  G5r: CTATGTGTAGCCCTGAGTG 

H H1f: CTCTACAAGACAGTCACCC  H2f: CAGTCACCCACAGATATGC  
 H1r: TTCCACAACCAAGTGACCC H2r: GAGAACTGACATCCTGCTG 

  H3f: ATGGCTCAGGGCACTCTGG 
  H3r: CATTGCCCATGAGCTGGTG 

  H4f: ACTCCACGGTCATCTTCGC 
  H4r: AGGTCAGTGTCTGGGTTGG 

  H5f: TGTATGCCAGACTCATCCC 
  H5r: TTTGCGGAACGTCTCACAG 

  H6f: ACCCAGTTGTCCATCAGCC 
  H6r: CAAAGGTCTCATCCTGCTC 

  H7f: GACCGCTCGGGAAATGCAG 
  H7r: CCATCGCACCAGTGAGAGGC 

  H8f: GTGGAAGGGTACTGACTGG 
  H8r: GTGACTGAGCAAATGTGCC 

  H8f: GTGGAAGGGTACTGACTGG 
  H9r: CAGAGTGATGTGGGTGGAG 

* Sequenzierung erfolgte am ABI 377 (ABI; Weiterstadt; Deutschland) durch die Kooperationspartner 
Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse; Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena) 

** MCHR1 Transkript (AB063174; Shimomura et al. 1999); 2 Exons, Intron und 9808 bp der 5’-Region 
*** Die zu sequenzierende Region von 13378 bp wurde durch 8 überlappende PCR-Produkte abgedeckt,  

die mit den Buchstaben A-H bezeichnet wurden 
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2.2.4.3 Primer und Restriktionsenzyme für die Genotypisierung von SNPs 

Tab. 2-7: Primer, Amplikon-Längen, Annealing-Temperaturen und Restriktionsenzyme für 
PCR-RFLP zur SNP-Genotypisierung* 

SNP Primer (5’ 3’) Posi-
tion 

Ampli
kon 

Annea-
ling- 

Restrik-
tions 

ge-
schnit 

  im Klon 
Z86090 

Länge 
(bp) 

Temp. 
(°C) 

endo-
nuklease 

tenes 
Allel 

rs MCHR133050-f/MCHR133050-r 58631 404 60 XmnI A 
133050 AGGGGAGAGAGCAACAAGGT      
 TGGATAGAGCAGCACCCTCT      

rs MCHR133055-f/MCHR133055-r 75541 248 61 Eco130I G 
133055 GGCAGGCTCATTTTACTC       
 CATTACACCTTGCTGCTGACCA      

rs MCHR133062-f/MCHR133062-r 95538 393 61 Cfr13I G 
133062 ACTTCACCCATGAGGACCAG      
 TGCATCATCTAGCACCCTCA      

rs MCHR2032512-f/MCHR2032512-r 95767 377 62 BamHI C 
2031512 GCCAGAAGTGGATCTTGAGG      
 CCACACCTGGCCTACTCATT      

rs MCHR133063-f/MCHR133063-r 96329 384 63 HpyCH4III C 
133063 ATGAGTAGGCCAGGTGTGGT      
 GGACTGGCTCCAGCTACATC      

SNP MCHR1745616-f/MCHR1745616-r 97003 190 58 BglII G 
1745616 ACCTGGCCAGCTACACACTT      
 AGGGGAAGCTTTTTGCAGTA      

SNP MCHR1745617-f/MCHR1745617-r 97723 498 61 PfiFI C 
1745617 AGAATCTGCCCTTCCTGCTC      
 CTGAAGGAAGTGAGGAAGCA      

SNP MCHR1745618-f/MCHR1745618-r 98838 415 61 BsrI C 
1745618 CTCCTGAGCTCAAGCAATCC      
 GTGGGGGATAAAGTCCCTGT      

rs MCHR133068-f/MCHR133068-r 99077 150 64 FauI G 
133068 CCTCCACCTCTGCTGGTATT      
 GTGGGGGATAAAGTCCCTGT      

rs MCHR133072-f/MCHR133072-r 100213 302 59 Hpy188III G 
133072 GCAGGCATTCAGAAGTGGA      
 AGGTCCATCCAGCCAGTG      

SNP MCHR1745619-f/MCHR1745619-r 101341 146 65 TfiI G 
1745619 CTTACTTTTGTGTCCTTCTGGCTA      
 GAGCCATCTGTCTTGGAAGG      

rs MCHR133074-f/MCHR133074-r 103143 181 62 Tsp509I T 
133074 TCCCAAGCTGGTGGATAATG      
 ACCCCAGGTCTCCTTGTTTT      

rs MCHR3087592-f/MCHR3087592-r 103335 173 61 NlaIII T 
3087592 AGCCCAGTTTGCTAGGAGGT      
 ACACACGGACACTCAAGCTG      

- Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt - 
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- Fortsetzung der Tabelle 2-7 - 

rs MCHR133079-f/MCHR133079-r 111765 197 60 MspI C 
133079 CGCTTTATCTTTGCACACCA      
 TTC GTA GAG ACG GGG TTT TG      

rs MCHR133084-f/MCHR133084-r 120628 170 62 Cac8I C 
133084 AGG GTA CCC AAG GCA TCA CT      
 GCA CCC CAG CCA AAG TAG TA      

* die SNPs rs133068, rs133072 und rs133074 wurden an 525 adipösen Kindern und Jugendlichen (304 weiblich; 
  mittlerer BMI 32,2 ± 6,0 kg/m2; mittleres Alter 13,7 ± 2,8 Jahre) und ihren Eltern genotypisiert die restlichen 
  12 SNPs wurden an 61 Trios (adipöse Kinder und ihre Eltern) einer Untergruppe der 525 Trios genotypisiert 

Tab. 2-8: Primer, Schmelz- und Annealing-Temperaturen sowie Amplikon-Längen für eine 
Tetra-Primer ARMS-PCR zur SNP-Genotypisierung* 

SNP Position 
im 

Primer (5’ 3’) Schmelz-
Temp. 

Annea-
ling- 

Ampli- 
kon- 

 Klon 
Z86090 

 (°C) Temp. 
(°C) 

Länge 
(bp) 

rs 133073 100365 forward innerer Primer (T-Allel) 70 65 202 
  CTGCTGCCCACTGGTCCCCAT   (T-Allel) 
  reverse innerer Primer (C-Allel) 67 65 247 
  GCCATCAGAGGTGTTGCTGTCG   (C-Allel) 
  forward äußerer Primer 68 65 406 
  GAAGGGAGTGGGGAGGGCAGTT   (beide 
  reverse äußerer Primer 68 65 äußere 
  GCCCCTCAGAGCAAAGCAGACC   Primer) 
rs 133069 99132 forward innerer Primer (A-Allel) 74 60 115 
  GGACTTTATCCCCCACCCCACCCTCA   (A-Allel) 
  riverse innerer Primer (C-Allel) 65 60 147 
  TTTTGCAGTAAAAAAAAAAGAAAAAA

AGGG 
  (C-Allel) 

  forward äußerer Primer  76 60 206 
  GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCCA

ATACCATGAATTGTCTTTTGAGGGGT 
  (beide 

  reverse äußerer Primer 69 60 äußere 
  TTGGGTTCATCCAACAAACATTCATTG

A 
  Primer) 

* der SNP rs133073 wurde an 525 adipösen Kindern und Jugendlichen (304 weiblich; mittlerer BMI 32,2 ± 6,0 
  kg/m2; mittleres Alter 13,7 ± 2,8 Jahre) und ihren Eltern genotypisiert 
  SNP rs133069 wurde an 61 Trios (adipöse Kinder und Jugendliche und ihre Eltern), einer Untergruppe der 
  525 Trios genotypisiert 
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2.2.4.4 Primer für die Expressionsanalysen 

Tab. 2-9: Primer für die Expressionsanalysen* des MCHR1-Transkriptes 

MCHR-RT RT-PCR1 RT-PCR2 

mRNA 1* rt1f/rt1r mchr.4if/rt2r 
(2 Exons) TGCAGGCATTCAGAAGTGG CCAGGCTACGGAGGAAGAC 
 ATGCTGATGAAGGAGAGGG CTGGTGAACTGACTATTGGC 

  rt1f/rt2r 
  TGCAGGCATTCAGAAGTGG 
  CTGGTGAACTGACTATTGGC 

* Expressionsanalysen erfolgten durch die Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung 
für Genomanalyse; Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena) 

2.2.4.5 Primer für die Promoterstudien 

Tab. 2-10: Primer für die Promoterstudien* des MCHR1 

Amplifizierung der vollständigen kodierenden Sequenz des MCHR1 

PCR 1-F: GGAGATCCCTTTCCTGATGG PCR 1-R: GCCTCTCACTGGTGCGATGG 
PCR 1-F: TGCAGGCATTCAGAAGTGG PCR 1-R: GAGCAGGATGAGACATTTG 

Amplifizierung der Fragmente für das Luziferase Assay 

XhoI.f TGAGGTCTTCCTCGAGGATCAA 
NcoI.r GGCTCCCACTGCCATGGCCTAG 

* Promoterstudien wurden mittels eines Luziferase Reportergen-Assays durch die Kooperationspartnerin 
Dr. C. Platzer (Institut für Anatomie II, Jena) durchgeführt 
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2.2.5 Geräte 

In Tabelle 2-11 sind die verwendeten Geräte mit ihrer Funktion und Hersteller aufgeführt. 

Tab. 2-11: Beschreibung der verwendeten Geräte 

Gerätebezeichnung Hersteller 

Automatischer Sequenzer ABI 377 Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Autoklav 3850 Tuttnauer 
Zentrifugen Biofuge 13/ Zentrifuge Labfuge Heraeus instruments (Hanau) 
Drehschieberpumpe RZ-2 Vaccubrand (Gießen) 
Plattenschwenkgerät Duomax 1030 Heidolph Instruments (Schwabach, D) 
ELISA reader (Microplate Reader Elx800) Bio-Tek Instruments, Inc. (Vermont) 
Finn-Pipette Labsystem (Helsinki, F) 
GDS-Kamerasystem Polaroid (Offenbach) 
DNA-Thermozykler Geneamp PCR-System 
2400/9600 Perkin Elmer (Weiterstadt) 

Photometer Genequant II Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Horizontalelektrophorese GE-A2 AGS (Heidelberg) 
Magnet- Rührgerät Ikamag RH IKA Labortechnik (Staufen) 
DNA- Gradientencycler JMBS 0.2 G Hybaid (Heidelberg) 
Sequenziergerät LiCor 4200-2 MWG Biotech(Ebersberg) 
Kühlzentrifuge Megafuge 2.0 Heraeus instruments (Hanau) 
Mikroliterspritze 802, 25 Hamilton (USA) 
Mikrowelle Panasonic (Hamburg) 
Milli-Qplus für Aqua bidest Millipore (Saint-Quentin Yvelines Codex, F) 
Pipettenspitzen Sarstedt (Nümbrecht) 
Elektrische Saugpipette Pipetus-akku Hirschmann Laborgeräte (Eberstadt) 
Stromaggregat Power-Supply E 452/E 734 Consort (Turnhout, Belgien) 
Stromaggregat Power-Supply EPS 301 Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Schüttelwasserbad 1083 GFL (Burgwedel) 
Eismaschine Scotsman AP-10 Frimont (Mailand, Italien) 
DNA- Thermozykler Touch Down Hybaid, MWG (Ebersberg) 
dHPLC-Gerät Transgenomic Wave Transgenomic (Cheshire, GB) 
Trockner FunktionLine Heraeus instruments (Hanau) 
Ultra Low Freezer New Brunswick Scientific (Nürtingen) 
Eisschrank bis –80°C UnigelDryer 4050 Uniequip (Martinsried/München) 
Ultraviolett-Lichtquelle Mighty Bright Hoefer (San Francisco, USA) 
Vertikalelektrophorese SE 600 für SSCP Hoefer (San Francisco, USA) 
Schüttelgerät Vortex MS1, RS1 IKA Labortechnik (Staufen) 
Waage SBA,SBC ScalTec Instruments (Heiligenstadt) 
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3 Methoden 

3.1 Präparation genomischer DNA 

3.1.1 Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Blut 

Aussalzungsmethode nach einem modifizierten Protokoll von Miller et al. (1988) 

Dieses modifizierte Protokoll (Miller et al. 1988) eignet sich für Volumina von 10-25 ml 

EDTA-Blut. Zur DNA-Isolierung kann sowohl natives als auch tiefgefrorenes EDTA-Blut 

eingesetzt werden. Eine höhere Ausbeute wird jedoch mit nativem Blut erzielt. 

In einem 50 ml Falcon-Röhrchen werden 10-20 ml antikoaguliertes EDTA-Blut mit 30 ml 

eiskaltem Erythrozyten-Lysepuffer (RCLB) gut vermischt, 15 min auf Eis inkubiert und 

zwischenzeitlich 3-4 mal gemischt. Nach der Lyse der Erythrozyten werden die Leukozyten 

durch 10-minütige Zentrifugation bei 4 °C und 4.000 rpm (Ausschwingrotor #8155, Heraeus 

Megafuge 2.0 R) sedimentiert. Der Überstand mit den darin enthaltenen Erythrozytentrüm-

mern wird verworfen und das Leukozytensediment mit 25 ml RCLB gewaschen. Nach erneu-

ter Zentrifugation des Gemisches bei 4000 rpm und 4 °C wird das nun entstandene Pellet in 

5,5 ml Pronase-Reaktionsmix gelöst und über Nacht bei 37 °C im Wasserbad schüttelnd inku-

biert bis die Lösung klar ist. Um den proteolytischen Abbau zu beschleunigen, erfolgt nach 

der Inkubation eine Zugabe von 5 ml SE- Puffer und eine weitere Inkubation bei 55 °C 

mindestens 10 Minuten lang im Wasserbad bei ständigem Schütteln. Zur Ausfällung der 

Proteine werden im Anschluss daran 2,5 ml NaCl-Lösung (5 M) zu der klaren Lösung gege-

ben, umgehend 15 Sekunden lang gevortext und dann 15 Minuten lang bei 4.000 rpm und 

Raumtemperatur zentrifugiert. Dadurch werden die durch die Salzlösung gefällten Proteine 

sedimentiert. Der DNA enthaltende Überstand wird in ein neues Falcon-Röhrchen überführt, 

die DNA mit dem 2,5-fachen Volumen an eiskaltem absolutem Ethanol gefällt und etwa eine 

halbe Stunde offen stehen gelassen. Anschließend werden die Phasen gemischt. Die ausgefällte 

DNA wird mit einem Glashaken aufgenommen, kurz in eiskaltem 70 %igem Ethanol 

gewaschen, anschließend in TE-Puffer (pH 8,0) 1-2 Stunden bei 50 °C im Wasserbad gelöst 

und im Kühlschrank über Nacht aufbewahrt. Nach der Kontrolle der vollständigen Lösung 

der DNA, erfolgt eine photometrische Konzentrationsbestimmung (siehe 3.1.2). Sollte sich 

die DNA nicht gelöst haben, erfolgt eine erneute Fällung der Proteine  mit NaCl und eine 

Wiederholung der nachfolgenden Schritte. Zur Extraktion der DNA aus Blut werden die 

unter 2.2.2.1 aufgeführten Puffer verwendet. 
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Tabelle 3-1 zeigt die Zusammensetzung des bei der DNA-Extraktion verwendeten Pronase-

Reaktionsgemisches. Die lyophilisierte Pronase wird zu einer Konzentration von 10 mg/ml in 

Aqua bidest gelöst und aliquotiert. Die Aliquots werden bis zu 6 Monaten bei - 20 °C gelagert. 

Tab. 3-1: Zusammensetzung des Pronase-Reaktionsgemisches 

Reagenz Menge pro Einzelprobe 

SE-Puffer (pH 8,0) 5 ml 
Pronase E (10 mg/ml1) 25 µl 
SDS 10% 500 µl 

1 Pronase erst kurz vor Verwendung zugeben 

QIAmp Blood Kit: 

Mit dem QIAmp Blood Kit (Qiagen) kann auch aus geringen Volumina Blutes oder aus mehr-

fach aufgetautem EDTA-Blutes genomische DNA isoliert werden. Die DNA wird entspre-

chend den Herstellerangaben aus 500 µl EDTA-Blut isoliert. 

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von DNA 

Die Konzentration der DNA, die aus den verschiedenen Blutproben präpariert wird, wird 

photometrisch bestimmt, um im Anschluss durch entsprechende Verdünnungen einheitliche 

Konzentrationen für die PCR verwenden zu können. 

Die Messung der Extinktion der DNA erfolgt im Spektralphotometer bei einer Wellenlänge 

von 260 nm in Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm. Dazu wird ein Aliquot der 

gelösten DNA mit destilliertem Wasser 1:200 verdünnt und die Extinktion dieser Lösung im 

Photometer bestimmt. Der Berechnung der DNA-Konzentration liegt folgende Formel 

zugrunde:  

DNA- Konzentration [µg/ml] = Verdünnung x 50 µg/ml x E260nm 

Eine Extinktion von E
260nm

 = 1,0 (E260nm = Extinktion bei 260 nm) entspricht einer Konzen-

tration von 50 µg/ml DNA. Die DNA-Konzentration sollte sich zwischen 300 – 1000 µg/ml 

bewegen. Das Verhältnis der Extinktion E
260

/E
280

 (DNA/Protein) gibt den Reinheitsgrad der 

Probe an. Es sollte darauf geachtet werden, dass dieser Quotient nicht unter einem Wert von 

1,5 liegt.  

3.1.3 Verdünnung der DNA 

Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung wird ein Teil der DNA-Lösungen mit 

sterilem Aqua bidest auf eine Endkonzentration von 20 ng/µl in 200 ml verdünnt. Sowohl die 

Verdünnungen als auch die Ursprungslösungen werden bei -80°C gelagert. 
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3.1.4 Herstellung von DNA-Mikrotiterplatten 

Um die weitere Verwendung der hergestellten DNA-Verdünnungen zu erleichtern, werden 

Mikrotiterplatten mit jeweils 96 Wells gefüllt. Dabei beträgt die Endkonzentration der DNA 

ebenfalls 20 ng/µl. Die Lagerung der Mikrotiterplatten erfolgt bei –20°C. 

3.2 Amplifizierung von DNA 

3.2.1 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit einer Polymerasekettenreaktion (PCR) können definierte Ziel-DNA-Sequenzen in vitro 
vervielfältigt werden, sofern die Sequenz der zu vervielfältigenden DNA-Region bekannt ist. 

Die PCR-Technik wurde durch Dr. Kary Mullis 1983 entwickelt, wofür er 10 Jahre später den 

Nobelpreis der Chemie erhielt. Die PCR wird als Kettenreaktion bezeichnet, weil neu syntheti-

sierte DNA-Stränge als Vorlage für die weitere DNA-Synthese in den folgenden Zyklen 

dienen. Für eine PCR-Reaktion wird eine kleine Menge genomischer DNA oder bereits 

amplifizierter DNA-Fragmente in ein Reaktionsgefäß mit einer Pufferlösung zugegeben, die 

eine spezielle hitzebeständige DNA-Polymerase (z. B. Taq-Polymerase aus dem thermostabi-

len Bakterium Thermus aquaticus), zwei kurze Oligonukleotid-Primer, eine ausreichende Menge 

der vier Desoxynucleosid-triphosphate (dNTP) und den Cofaktor MgCl2 enthält. Der PCR-

Mix durchläuft Wiederholungs-Zyklen, die aus folgenden Schritten bestehen (DNA Learning 

Center, Cold Spring Harbor Laboratory: http://www.dnalc.org/resources/BiologyAnimation 

Library.htm): 

1. Denaturierung der DNA-Doppelhelix: eine bis mehrere Minuten lang bei 94 - 96°C, wobei 

die DNA-Doppelhelix in Einzelstränge denaturiert wird. Die Denaturierungstemperatur wird 

um so höher gewählt, je höher der Gehalt an Guanin und Cytosin im zu amplifizierenden 

Bereich ist. 

2. Anlagerung der Primer: eine bis mehrere Minuten bei 50°-65°C, während die im 

Überschuss vorliegenden Primer hybridisieren oder sich an ihre komplementären Sequenzen 

an jeder Seite der Zielsequenz anlagern (Annealing). Dabei definiert ein Primer das 5’ Ende 

auf dem einen DNA-Strang und der andere Primer das 3’ Ende auf dem anderen DNA-

Strang.  

3. Verlängerung der Primer in Richtung Zielsequenz: eine bis mehrere Minuten bei 72°C 

(optimierte Temperatur der Taq-Polymerase), während dieser Zeit die Taq-Polymerase bindet 

und von jedem Primer aus in beide Richtungen komplementäre DNA-Stränge neu syntheti-

siert. Dies geschieht durch Einbau von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) entlang der 

DNA-Vorlage. 
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Schon nach dem dritten Zyklus bilden sich Doppelstränge, deren Länge dem Abstand der 

Primer entspricht. Ihr Anteil erhöht sich mit jedem Zyklus auf das Doppelte, bis schließlich 

fast alle neu synthetisierten Abschnitte die richtige Länge haben. So lässt sich der definierte 

DNA Abschnitt exponentiell amplifizieren (2n ; n = Anzahl der Zyklen). Nach 30 Zyklen 

liegen etwa 105 Kopien des amplifizierten PCR-Produktes vor (Strachan und Read 1999). 

Abbildung 3-1 zeigt ein Schema der PCR. 

Abb. 3-1:  Polymerase-Kettenreaktion (PCR). 1. Denaturierung der DNA-Doppelhelix. 2. Anlage-
rung der Primer 3. Verlängerung der Primer in Richtung Zielsequenz. Die neu gebildeten 
DNA-Stränge dienen in den Folgezyklen wieder als Matrizen, so dass die Zielsequenz 
wieder von den Primern flankiert und exponentiell vermehrt wird (modifiziert nach 
Strachan und Read 1999). 
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3.2.2 Primerdesign 

Für die Vervielfältigung bestimmter Ziel-DNA-Sequenzen wurden entsprechende synthetisch 

hergestellte Oligonukleotidprimer bei SIGMA (Darmstadt) bezogen. Bei der Auswahl der 

Oligonukleotidprimer wurden folgende Regeln beachtet (Strachan und Read 1999): 

(1) Die Oligonukleotidprimer sollten etwa 20 Nukleotide lang sein. 

(2) Komplementäre Sequenzen der Oligonukleotidprimer untereinander und innerhalb eines 

Primers sollten vermieden werden, um eine Primer-Dimer-Bildung oder Rückfaltung des 

Primers durch intramolekulare Wasserstoffbrückenbildung zu minimieren. 

(3) Durch ungenaues Matchen des 3’ Endes der Primer entstehen Nebenprodukte. Besonders 

am 3’ Ende müssen Sequenzen vermieden werden, die dazu neigen, Nebenprodukte zu 

bilden. Ebenso sind besonders am 3’ Ende komplementäre Basen zu meiden. D. h. ein 

optimaler Ansatz für das 3’ Ende des Primers ist sehr wichtig. 

(4) Der Guanin/Cytosin-Gehalt des Oligonukleotidprimers sollte bei 40 - 60 % liegen und 

bei beiden Primern ähnlich sein. 

(5) Die Primer sollten nur einmal im humanen Genom binden. 

(6) Die Primer werden flankierend zum Exon bzw. zu den zu amplifizierenden Sequenzen 

gelegt, so dass ein PCR-Produkt von etwa 200 bp amplifiziert wird. 

Für die Auswahl der Oligonukleotidprimer wurde das Online-Programm am Whitehead Insti-

tute for Biomedical Research, Cambrigde, USA verwendet (www-genome.wi.it.edu/cgi-bin/ 

primer/primer3.cgi). 

Kontrolle der Reinheit der Oligonukleotidprimer 

Mit Hilfe der dHPLC am WAVE-Gerät (Transgenomic; Cheshire, GB) kann die Reinheit der 

Oligonukleotidprimer und deren Konzentration geprüft werden. Bei unzureichender Aufreini-

gung oder zu geringer Konzentration der Oligonukleotidprimer können Schwierigkeiten bei 

der Optimierung der PCR auftreten.  

Gelabelte Oligonukleotidprimer 

Durch Verwendung von Oligonukleotidprimern, die am 5’ Ende mit einer Gruppe gelabelt 

sind, kann auch die DNA-Zielsequenz mit dieser Gruppe gelabelt werden. Bei dem Einsatz 

von Oligonukleotiden, die z. B. mit einer M13-Sequenz (s. Tab. 2-5) gelabelt worden sind, ent-

stehen Amplifikate mit einer zum M13-Primer komlementären Sequenz, welche die Verwen-

dung von fluoreszenz-gelabelten Primer bei der Durchführung der Sequenzierung (s.u. 3.3.3) 

ermöglicht. Bei der Sequenzierung der kodierenden Sequenz des MCHR1 von DNA-Proben 

mit auffälligen SSCP-Mustern wurde dies angewendet (s. Tab. 2-5). 
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3.2.3 Optimierung der PCR 

Die PCR ermöglicht eine schnelle Amplifizierung einer DNA beispielsweise zum Screening 

auf unbekannte Mutationen oder für die Genotypisierung von SNPs. Dafür sollte das spezifi-

sche Amplifikat mit der gewünschten Sequenz jedoch möglichst geringe Anteile unspezifischer 

Nebenprodukte enthalten. Zur Vermeidung eines solchen mispriming werden bei der Opti-

mierung der PCR verschiedene Parameter, die einen Einfluss auf die Spezifität und Effektivi-

tät haben, variiert (Innis und Gelfand 1990): 

pH-Wert und Ionenkonzentration 

Der pH-Wert und die optimale Konzentration von positiv geladenen Ionen haben einen 

Einfluss auf die Denaturierung der Matrize und die Temperatur zur Anlagerung der Oligo-

nukleotidprimer. Außerdem stehen sie in Wechselwirkung zu der enzymatischen Aktivität der 

Polymerase. Kationen, primär die K+- und Mg2+-Ionenkonzentrationen, vermindern durch 

Anlagerung an die negativ geladenen Phosphatgruppen des Desoxyribose-Rückgrates die 

elektrostatischen Abstossungskräfte zwischen den DNA-Strängen, so dass die Anlagerung der 

Oligonukleotidprimer an die Matrize forciert wird. Die Magnesiumkonzentration ist zudem 

bedeutsam für die Aktivität der Taq-Polymerase. Bei niedriger Konzentration besteht die 

Möglichkeit der Inaktivierung der Taq-Polymerase, eine hohe Konzentration kann die Bildung 

unspezifischer DNA-Amplifikate fördern. Da die Desoxynucleosidtriphosphate (dNTP’s) 

Magnesium-Ionen binden, ist die Konzentration an freiem Magnesium abhängig von der 

Konzentration der dNTPs. Auch der optimale Gehalt an Kalium-Ionen ist je nach Oligo-

nukleotidprimer und Zielsequenz verschieden. Zur Optimierung der PCR wurden deshalb 

verschiedene Konzentrationen von Mg2+-Ionen durch Zugabe von MgCl und verschiedene 

Konzentrationen von K+-Ionen durch Zugabe des polymerasespezifischen Puffers getestet. 

Anlagerungstemperatur für die Primer  

Für die Berechnung der Anlagerungstemperatur des Primers (Annealing-Temperatur) dient 

folgende Formel (Mullis et al. 1987): 

TH = 2 x nA + 2 x nT + 4 x nG + 4 x nC 

  TH = Hybridisierungstemperatur des Primers 
  nA = Anzahl der Adenosinbasen im Primer 
  nT = Anzahl der Thyminbasen im Primer 
  nG = Anzahl der Guaninbasen im Primer 
  nC = Anzahl der Cytosinbasen im Primer 

Hierbei werden für jedes im Oligonukleotid vorhandene Adenosin oder Thymidin 2 °C und 

für jedes Guanosin oder Cytidin 4 °C berechnet.  
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Die Hybridisierungstemperaturen von forward- und reverse-Primer sollten im Idealfall 

übereinstimmen. Stimmen sie nicht vollständig überein, so ist die optimale Temperatur in der 

Nähe des Mittelwertes beider errechneter Werte zu erwarten. Wurden bei den Temperaturen 

viele unspezifische PCR-Produkte amplifiziert, wurde die Annealing-Temperatur in 1 °C-

Schritten so lange erhöht, bis die unspezifischen DNA-Amplifikate verschwanden. Die ver-

wendeten Annealing-Temperaturen sind in den Tabellen 2-4, 2-7 und 2-8 bzw. in den im 

Anhang befindlichen PCR-Protokollen für das Mutationsscreening und die SNP-Genotypisie-

rungen ersichtlich. 

Primerkonzentration 

Eine zu hohe Primerkonzentration birgt ebenfalls das Risiko für eine unspezifische Anlage-

rung (mispriming) an die Matrize und führt oft zu unspezifischen PCR-Produkten. Als Aus-

gangskonzentration wurden 0,1 - 0,2 µM Primer in dem jeweiligen Reaktionsansatz eingesetzt 

und je nach Spezifität des PCR-Produktes variiert. 

Optimierung der PCR durch spezifitätssteigernde Additive: 

Eine weitere Optimierung kann durch Additive erfolgen, die dem Reaktionsgemisch beigesetzt 

werden können, wenn mit der Variierung oben genannter Reaktionsparameter keine aus-

reichende Spezifität des Amplifikats erreicht werden kann. 

DNA-Regionen mit stabiler Sekundärstruktur oder sehr hohem G/C-Gehalt lassen sich oft 

nur mit unspezifischen Nebenprodukten amplifizieren. Die Verwendung von denaturierenden 

Agenzien, wie DMSO (Hung et al. 1990), Formamid (Sarkar et al. 1990), Glyzerin oder 7-

deaza-GTP, bewirken eine Auflösung solcher Strukturen, so dass die DNA durch vollständige 

Strangtrennung der Amplifikation zugänglich gemacht werden kann. Durch den Zusatz von 

TMAC (Scheinert et al. 1997) lässt sich die Amplifikation von besonders A/T-reichen DNA-

Regionen fördern. BSA wirkt als unspezifischer Enzymstabilisator und vermag PCR-Inhibito-

ren wie EDTA, Heparin oder SDS zu binden (Pääbo et al. 1988).  

Vereinfachung bei der Optimierung der PCR: 

Um mehrere Optimierungsschritte zeit- und materialsparend durchführen zu können, wurde 

ein Gradientencycler (JMBS 0.2G, Hybaid, Heidelberg) verwendet, der es aufgrund eines 

selbst wählbaren Temperaturgradienten ermöglicht, verschiedene Reaktionsansätze bei bis zu 

12 verschiedenen Annealing-Temperaturen gleichzeitig zu testen. 
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3.2.4 Standard PCR  

Für die PCR wurde ein 25 µl Ansatz verwendet. In die Reaktionsgefäße wurden je 1 - 2,5 µl 

DNA (20 ng/µl) (diese Arbeiten erfolgten im „Vor-PCR“ -Bereich) oder 0,1 µl PCR-Produkt 

(PCR-Produkte wurden nur im „Nach-PCR“-Bereich weiter verwendet) vorgelegt. Dazu 

wurde ein Reaktionsmix gegeben, dessen Zusammensetzung durch die oben genannten Fakto-

ren variabel ist. Der Reaktionsmix setzt sich zusammen aus dem Taq-Polymerase spezifischen 

10x Reaktionspuffer, MgCl2, dNTP-Mix (20 mM), forward-Primer (25 pmol/µl), reverse- 

Primer (25 pmol/µl) und APUWA (steriles Aqua bidest). Die Polymerase-Kettenreaktion wird 

auf Eis pipettiert. Die Taq-Polymerase wurde dem Reaktionsgemisch zuletzt zugefügt. Zur 

Kontrolle möglicher Verunreinigungen, z. B. durch andere PCR-Produkte, wurde einem 

Reaktionsansatz anstelle von DNA APUWA (steriles Aqua bidest) zugegeben. Bei sauberem 

Arbeiten sollte in dieser Wasser-Probe kein Amplifikat enthalten sein. Der Thermozykler 

(Touch Down, Hybaid, MWG; Geneamp PCR-System 2400 bzw. 9600, Perkin Elmer) wurde 

vor dem Pipettieren des Reaktionsansatzes auf die Denaturierungstemperatur vorgeheizt und 

der fertige Reaktionsansatz sofort in den Zykler gestellt. Nach Wahl eines spezifischen 

Programmes laufen die PCR-Zyklen ab, die aufgrund der PCR-Optimierung das gewünschte 

PCR-Produkt ohne Nebenprodukte amplifizierten. Initial wurde 5 min bei 94 – 95 °C 

denaturiert und der sich anschließende PCR-Zyklus 25 – 30 x wiederholt. Diese Zyklen 

bestanden aus einem Denaturierungsschritt für 30 s bei 94 – 95 °C, einer dem Primer 

entsprechenden Anlagerungstemperatur für 30 s und einer Synthesezeit von 30 s bei 72 °C. 

Nach weiteren 5 min bei 72 °C zur Elongation wurde der PCR-Ansatz auf 4 °C herunter-

gekühlt, um dessen Qualitätsverlust bei Lagerung gering zu halten. 

Für das Mutationsscreening der kodierenden Region, des Introns und der 317 bp der 

5’ Region des MCHR1, für die Verifizierung detektierter Varianten sowie die Genotypisierung 

von SNPs wurden die PCRs optimiert. Dabei wurde für das Mutationsscreening der 

kodierenden Region als auch für die Verifizierung der detektierten Varianten die PCR mit 

Primern durchgeführt, die das erste Exon (MCHR-1 long-f/ MCHR-1 long-r; MCHR-1-

f/MCHR-1-r; s. Tab. 2-4), das zweite Exon (MCHR-2a-f/MCHR-2a-r; MCHR-2b-f/MCHR-

2b-r; s. Tab. 2-4) und das Intron (in drei Fragmenten; MCHR-I1a-f/MCHR-I1a-r, MCHR-

I1b-f/MCHR-I1b-r und MCHR-I1c-f/MCHR-I1c-r; s. Tab. 2-4) flankierten bzw. die ersten 

317 bp der 5’ Region des MCHR1 (MCHR-Prom-f/MCHR-Prom-r; s. Tab. 2-4) amplifizier-

ten. Die entsprechenden PCR-Protokolle mit den eingesetzten Mengen und Konzentrationen 

der Reagenzien und den gewählten Temperaturschritten in den PCR-Zyklen sind im Anhang 

aufgeführt.  
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3.2.4.1 Nested PCR 

Durch eine verschachtelte PCR (nested PCR) kann die Vermehrung unspezifischer Produkte 

auf ein Minimum reduziert werden. Dies war besonders für die Sequenzierungen des MCHR1-

Locus und der 8,2 kb der 5’ Region sinnvoll. Hierbei wurden die Amplifikate aus der ersten 

PCR als Matrize für eine sich anschließende zweite PCR eingesetzt (Strachan und Read 1999). 

3.2.4.2 Touch-down PCR 

Eine weitere Möglichkeit zur Verminderung von mispriming bzw. zur Erhöhung der Spezifität 

ist die Touch-down PCR. Hierbei wird die Amplifizierung mit einer sinkenden Annealing-

Temperatur während der PCR-Zyklen durchgeführt. Die PCR wird mit einer Annealing-

Temperatur gestartet, die über der für die Oligonukleotid-Primer erwarteten Temperatur liegt. 

Durch die hohe Anlagerungstemperatur in den ersten Zyklen wird eine unspezifische Primer-

Bindung weitgehend verhindert. Dadurch dominieren die PCR-Produkte mit der Zielsequenz 

(Strachan und Read 1999). 

3.2.5 Trennung des Vor- und Nach-PCR-Bereiches 

Da die Polymerase-Kettenreaktion eine Methode ist, die sehr empfindlich auf DNA-Verun-

reinigung reagiert, wurden die Laborbereiche für Arbeiten vor und nach der PCR räumlich 

getrennt. Im Vor-PCR-Bereich wurden die DNA-Proben extrahiert und die Reaktions-

gemische für die PCR angesetzt. Alle Reagenzien wurden aliquotiert, um einer Kontamination 

vorzubeugen. Im Nach-PCR-Bereich wurde die DNA-Amplifikation und die Auswertung der 

PCR durchgeführt. 

3.2.6 Agarose-Gel-Elektrophorese 

Die nach Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen erhaltenen DNA-Fragmente können 

zu analytischen und präparativen Zwecken durch Elektrophorese in horizontalen Agarose-

Gelen ihrer Größe nach aufgetrennt werden. Dabei wird das Wanderungsverhalten der 

anionisch geladenen Nukleinsäuren im elektrischen Feld ausgenutzt. Sie wurden in die 

Taschen des Agarosegels aufgetragen und wanderten nach Anlegen einer Gleichspannung 

(100-200 V) in Richtung Anode. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Frag-

mente u.a. von ihrer Größe abhängig. Lineare doppelsträngige DNA-Moleküle bewegen sich 

durch die Agarose-Matrix mit einer Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum 

Logarithmus ihrer Größe ist. Die Wanderung der DNA-Fragmente durch das Agarose-Gel 
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wird ebenso durch die Stromstärke, die Pufferbedingungen und die Agarose-Konzentration 

beeinflusst. Die Agarosekonzentration des Gels muss entsprechend der Größe der zu trennen-

den DNA-Fragmente variiert werden. Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit 1.000 

bis zu 15.000 bp ist z. B. ein Gel mit einer Agarose-Konzentration von 0,5 % geeignet 

(Knippers 1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden für die Auftrennung der PCR-

Produkte (150 bis 500 bp) in der Regel eine 2,5 %ige Agarosekonzentration gewählt. 

3.2.6.1 Herstellung von Agarose-Gelen 

Zur Herstellung des 2,5 %igen Agarose-Gels werden 5 g Agarose mit 200 ml 1 x TAE-Puffer 

(s.u. 2.2.2.2) in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig gelöst hat. Nach 

Mischung mit 20 µl Ethidium-Bromid (1 %ige Lösung) wird das Gemisch in die Gel-Elektro-

phorese-Kammer gegossen. In die Kammer werden nun Kämme eingesetzt, die als Platzhalter 

für die später benötigten Geltaschen dienen. 

3.2.6.2 Durchführung der Gel-Elektrophorese 

Die Agarose-Gele werden in eine horizontale Gel-Elektrophorese-Kammer, die zuvor mit 

1 x TAE-Laufpuffer gefüllt wurde, gelegt. Die Proben werden, versetzt mit Auftragspuffer 

(1/6 des Probenvolumens, s.u. 2.2.2.2), in die Geltaschen gefüllt. Der Auftragspuffer dient 

dabei der Beschwerung der Fragmente, um ein Herausdiffundieren zu verhindern sowie der 

Abschätzung der Laufweite des PCR-Produktes. In eine flankierende Geltasche wird ein 

Längenstandard (123 bp DNA ladder, Gibco BRL) aufgetragen, um die Fragmentlänge des 

PCR-Produktes abschätzen zu können. Die Auftrennung der DNA erfolgt bei einer Spannung 

von 100 V (0,5 l Gelkammervolumen) oder 200 V (3 l Gelkammervolumen) für 15 – 45 min. 

Eine zufällige Diffusion der DNA-Fragmente wird durch die Gelmatrix verhindert und 

ermöglicht so die Ausbildung von Banden, welche durch den in die DNA-Helix interkalierten 

Farbstoff Ethidium-Bromid unter UV-Licht als orange-floureszierende Bande sichtbar 

gemacht werden können. Die Dokumentation des Gels erfolgt unter UV-Licht mit einem 

digitalen GDS Kamerasystem (Polaroid, Offenbach). 
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3.3 Detektion unbekannter Sequenzvarianten 

3.3.1 Einzelstrang-Konformationsanalyse (SSCP) 

3.3.1.1 Prinzip der SSCP 

Die Einzelstrang-Konformationsanalyse (single-stranded conformation polymorphism analysis, 

SSCP) wurde erstmalig von Orita et al. (1989) beschrieben. Diese Methode dient der Erken-

nung von Sequenzveränderungen in bestimmten Genabschnitten. Dabei wird die Eigenschaft 

der DNA ausgenutzt, nach der Denaturierung des Doppelstranges zur Einzelstrangform eine 

bestimmte Tertiärstruktur einzunehmen, die auf der Primärstruktur des jeweiligen Stranges 

beruht und somit spezifisch für die entsprechende Basenabfolge ist. Schon bei Veränderung 

einer einzigen Base in dieser Abfolge ist in den meisten Fällen eine veränderte Tertiärstruktur 

im Vergleich zur Wildtyp-DNA zu beobachten.  

Je nach Tertiärstruktur wandern die Einzelstränge unterschiedlich schnell entlang des 

Spannungsgradienten durch ein Polyacrylamid-Gel. DNA-Einzelstränge mit gleicher Basen-

sequenz legen also in einer bestimmten Zeit eine bestimmte Wegstrecke im Gel zurück und 

werden somit in gleicher Höhe des Gels nach einer Färbung sichtbar. Nach der Färbung wird 

bei der mutierten Probe ein Bandenmuster sichtbar, welches sich deutlich von dem der 

Wildtyp-DNA unterscheidet. Da von dem veränderten Bandenmuster umgekehrt jedoch nicht 

auf die zugrunde liegende Änderung in der Primärstruktur geschlossen werden kann, folgt als 

weiterer Schritt die Sequenzierung des Genabschnitts, um die Basenänderungen zu spezifi-

zieren. Die SSCP ist eine sehr sensitive Methode, mit der 70 - 95 % der Sequenzvarianten in 

entsprechend amplifizierten Genabschnitten entdeckt werden können. Eine Voraussetzung 

dafür ist jedoch die maximale Amplifikatlänge von 200 Basenpaaren (Übersicht Hayashi 1991). 

Entscheidend für die Detektion dieser Einzelstrang-Banden sind neben der Größe des PCR-

Fragmentes die gewählten Laufbedingungen (Sheffield et al. 1993). So kann die Sensitivität der 

SSCP durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Lauftemperaturen (4 °C und RT) für 

das jeweilige Fragment erhöht werden (Sheffield et al. 1993). Weitere Parameter, die neben 

dem G/C-Gehalt und der Länge des Fragmentes, die Bandenschärfe entscheidend beein-

flussen sind: die Gelmatrix (Prozent Acrylamidmonomer und Vernetzungsgrad), zusätzliche 

Additive (Glyzerin, Polyethylenglykol), das Puffersystem, die angelegte Spannung und die 

Dauer des Laufes (Glavac und Dean 1993). 
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3.3.1.2 Durchführung der SSCP 

Die SSCP-Methode wurde für das Mutationsscreening in der kodierenden Region des 

MCHR1 sowie für die Genotypisierung des SNP rs133073 im Exon 1 des MCHR1 in einem 

Teil der 620 genotypisierten Kinder und Jugendlichen sowie der 525 Eltern-Paare (Studien-

gruppe 1) angewendet. Standardisiert wurden die Läufe in einer vertikalen Gelelektrophorese-

kammer (Hoefer SE 600; Hoefer Scientific Instruments) bei Raumtemperatur und 4 °C mit 

0,5 x TBE als Laufpuffer und einer Fragmentgröße unter 250 bp durchgeführt. Größere 

Fragmente wurden zuvor mit Restriktionsenzymen in kleinere Fragmente zerlegt. Die PCR-

Produkte für das erste Fragment des Exons 2 (MCHR-2a-f/MCHR-2a-r; Primer Tab. 2-4) 

wurden mit den Restriktionsenzymen AluI und MspI (Fermentas, St. Leon Rot) und für das 

zweite Fragment des Exons 2 (MCHR-2b-f/MCHR-2b-r; Primer Tab. 2-4) mit dem Restrik-

tionsenzym Crf13I (Fermentas, St. Leon Rot) geschnitten. Die PCR-Produkte für die beiden 

Fragmente des Exons 1 mit jeweils weniger als 250 bp (s. Tab. 2-4) mussten nicht in kleinere 

Fragmente zerlegt werden. Die Parameter Gelmatrix, Spannung und Laufdauer wurden 

experimentell bestimmt. Bei der Optimierung der SSCP-Bedingungen für das 

Mutationsscreening der kodierenden Sequenz des MCHR1 garantierte ein 21 %iges 

Polyacrylamid-Gel (37.5:1, Q Biogene, Heidelberg) bei beiden Temperaturen scharfe 

Bandenmuster, die eine Detektion von Sequenzvarianten ermöglichten. Das Polyacrylamid-

Gel wurde wie folgt angesetzt:  

21 % Polyacrylamid-Gel 26,5 ml Acrylamid-Bis-Acrylamid (37,5:1) 
(50 ml-Ansatz) 2,5 ml 10 x TBE 
 ad 50 ml Aqua bidest/HPLC 
 500 µl Ammoniumperoxidsulfat (APS, 10 %) 
 34 µl Tetra-methyl-ethylendiamin (TEMED) 
 

Durch Zugabe von Ammoniumperoxidsulfat (APS, 10 %) und Tetra-methyl-ethylendiamin 

(TEMED) zum Acrylamid-Bis-Acrylamid-Gemisch wird die Polymerisation gestartet und das 

noch flüssige Gemisch zwischen zwei Glasplatten mit einer Schichtdicke von 0,75 mm und 

einer Länge von 16 cm gegossen. Als Platzhalter für die benötigten Geltaschen dienen dabei 

eingesetzte Kämme. Nach einer Polymerisationszeit von zwei Stunden kann das Gel mit den 

Proben beladen werden. 

Dafür wird der Proben-Mix bestehend aus 4 – 6 µl mit Restriktionsenzym geschnittene oder 

kurze PCR-Produkte sowie 8 µl Auftragspuffer (s.u. 2.2.2.2) mit sterilem Aqua bidest zu 16 µl 

aufgefüllt und bei 95 °C fünf Minuten lang denaturiert und umgehend auf Eis gestellt, um das 

Renaturieren der DNA-Einzelstränge zu verhindern. Von jedem Proben-Mix werden jeweils 
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7,5 µl in die entsprechenden Taschen des SSCP-Gels aufgetragen. Nach der Auftrennung der 

DNA-Einzelstränge unter optimierten Laufbedingungen (s. Tab. 3-2) und in 10 x TBE-Puffer 

(s.u. 2.2.2.2) wird die DNA mittels einer Silberfärbung der Gele sichtbar gemacht (s.u. 3.3.1.3). 

Für das Mutationsscreening der kodierenden Sequenz des MCHR1 fanden die in Tabelle 3-2 

beschriebenen SSCP-Bedingungen Anwendung. 

Tab. 3-2: SSCP-Bedingungen für das Mutationsscreening der kodierenden Region des 
MCHR1 

Fragment Lauftemperatur Verwendetes Gel Laufzeit Angelegte 
Spannung 

Raumtemperatur 21 % Polyacrylamid 17 h 400 V Exon 1 (MCHR-1-f/ 
MCHR-1-r) 4 °C 21 % Polyacrylamid 18 h 500 V 

Raumtemperatur 21 % Polyacrylamid 17 h 400 V Exon 1 (MCHR-1 long-f/ 
MCHR-1 long-r) 4 °C 21 % Polyacrylamid 18 h 500 V 

Raumtemperatur 21 % Polyacrylamid 17 h 400 V Exon 2 (MCHR-2a-f/ 
MCHR-2a-r) 4 °C 21 % Polyacrylamid 18 h 500 V 

Raumtemperatur 21 % Polyacrylamid 17 h 400 V Exon 2 (MCHR-2b-f/ 
MCHR-2b-r) 4 °C 21 % Polyacrylamid 18 h 500 V 
 

3.3.1.3 Silberfärbung 

Nach Abschluss der Gelelektrophorese werden die Gele mit Silbernitrat gefärbt und 

anschließend getrocknet. Die Silberfärbung wurde nach einem modifizierten Protokoll von 

Budowle et al. (1991) wie folgt durchgeführt. 

1. Waschen des Gels für 5 min in Aqua bidest 

2. Fixieren des Gels im Fixierer (s.u. 2.2.2.3) für mindestens fünf Minuten 

2. Oxidation durch zehnminütiges Schwenken in 1 %iger Salpetersäure und anschließender 

  Waschvorgang mit Aqua bidest. 

3. Färbung für 20-30 min in einer 12 mM Silbernitrat-Lösung, bei der sich Silberionen an die  

  DNA anlagern. Es folgt ein erneuter Waschvorgang mit Aqua bidest. 

4. Reduktion des Silbers mit einer Entwickler-Lösung (s.u. 2.2.2.3), welche nach einem bräun 

  lichen Farbumschlag umgehend ausgewechselt wird. 

5. Sobald diskrete Banden sichtbar werden, wird die Entwicklung mit 10 %iger Essigsäure  

  gestoppt. 

6. Um Gel-Einrisse beim Trocknen zu vermeiden, wird das Gel 5 min in 3 %iger Glyzerin- 

  Lösung geschwenkt. 

7. Abschließend wird das Gel auf ein Blatt Papier transferiert und auf Filterpapier in einem  

  Vakuum-Geltrockner (Vaccubrand, Gießen) bei etwa 37 °C etwa eine Stunde lang getrock 
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  net. Ein Beispiel eines silbergefärbten SSCP-Gel ist in Abb. 3-2 dargestellt. 

Die PCR Produkte derjenigen Individuen, die ein auffälliges SSCP-Muster aufwiesen, wurden 

zur Identifizierung der zugrunde liegenden Sequenzvariante am Automatischen Sequenzer 

LiCor 4200-2 unter Verwendung der Base ImagIR 4.0 Software (MWG Biotech) bzw. durch 

ein kommerzielles Sequenzierungslabor (SEQLAB, Sequence Laboratories Göttingen GmbH) 

sequenziert (s.u. 3.3.3). 

 

 

Abb. 3-2: SSCP-Gel mit aufgetrennten Fragmenten des zweiten Exons des MCHR1. Jede Spur 
entspricht einem Probanden. Die PCR-Produkte des zweiten Fragmentes des Exon 2 
(MCHR1-2b) wurden mit dem Restriktionsenzym Crf13I geschnitten und nach 
Denaturierung jeweils in die Geltaschen aufgetragen. Die DNA-Proben liefen in einem 
elektrischen Feld (400 V, 17 h) von oben nach unten und zeigen ein für das amplifizierte 
Fragment typisches Bandenmuster. Spuren 3, 5, 11, 12, 15, 18, 20-24 und 27: unauffällige 
Bandenmuster entsprechend der Wildtyp-Sequenz. Spuren 1, 2, 4, 6-10, 13, 14, 16, 17, 19, 
25 und 26: auffällige Bandenmuster mit ein oder zwei zusätzlichen Banden. 

 1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11  12 13 14 15 16 17 18  19  20 21 22 23  24 25 26  27 28 - 
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3.3.2 Denaturing high-performance liquid chromatography (dHPLC) 

Täglich steigt die Anzahl neu identifizierter Gene an. Insbesondere im Zuge der Untersuchung 

komplexer und polygen verursachter Erkrankungen wie der Adipositas, wächst zunehmend 

die Entwicklung und Anwendung von Hochdurchsatz-Methoden für die Suche nach Muta-

tionen und Polymorphismen. Mit der Anschaffung des WAVE® DNA Fragment Analysis 

System (Transgenomic, Cheshire, GB) stand eine schnelle und einfach zu bedienende Hoch-

durchsatz-Technologie für einen Teil des Mutationsscreenings des MCHR1 zur Verfügung. 

3.3.2.1 Prinzip der dHPLC 

Das WAVE® DNA fragment analysis system kombiniert eine Heteroduplexanalyse mit der 

Säulenchromatographie in einem hochautomatisierten System. Das Prinzip basiert auf der 

Änderung der physikalischen Eigenschaften von DNA-Molekülen bei der Bildung von 

Heteroduplices aufgrund des Reannealing von Wildtyp- und Mutanten-DNA nach Dena-

turierung der PCR-Produkte (Oefner und Underhill 1998; Übersicht Xiao und Oefner 2001). 

1. Heteroduplex-Bildung: Individuen, die heterozygot für einen Polymorphismus sind, weisen 

Wildtyp-Formen und mutierte Formen der DNA in einem Verhältnis von 1:1 auf. Werden die 

PCR-Produkte solch eines Individuums auf 95 °C erhitzt und langsam abgekühlt, lagern sich 

die DNA-Stränge zufällig zusammen, wobei 3 Formen entstehen: Mutierte Homoduplices, 

Heteroduplices und Wildtyp-Homoduplices (s. Abb. 3-3). Veränderte physikalische Eigen-

schaften der Heteroduplices im Vergleich zu den Homoduplices bedingen eine unterschied-

liche Verweildauer an der stationären Phase der Säulen-Chromatographie. Im Bereich des 

Basenpaar-Mismatches bildet eine „Blase“ einen kurzen linearen Bereich zweier DNA-Einzel-

stränge. Diese Strukturveränderung kann experimentell genutzt werden, um Heteroduplices 

von Homoduplices zu unterscheiden und zu trennen und somit den Polymorphismus zu 

detektieren. 

2. Trennung von Homo- und Heteroduplices: Die DNA lagert sich mit ihren negativ 

geladenen Phosphat-Gruppen an die positiv geladenen Triethylammonium-Ionen auf der 

stationären Phase der Säule an. Im so genannten Gradientenverlauf ändert sich die Konzentra-

tion der einzelnen Puffer unter Zunahme des Acetonitrils. Damit wird das Lösungsmittel 

polarer als die Matrix, wodurch sich die DNA-Fragmente von der Säule ablösen. Je länger die 

DNA-Fragmente sind, desto später lösen sie sich von der Säule ab. Aufgrund der „Blasen“-

bildung sind die Wechselwirkungen zwischen Säulenmatrix und Heteroduplices schwächer 

ausgebildet als die zwischen Säulenmatrix und Homoduplices. Die Homoduplices werden 

somit länger an der Matrix gehalten als die Heteroduplices, was zur Trennung beider Spezies 

führt. 
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Mittels UV-Lampe, UV-Detektor und WAVEmaker Software werden die Daten in Form von 

Peaks sichtbar gemacht.  

 

Abb. 3-3: Bildung von Heteroduplices und Homoduplices nach Denaturierung und 
anschließendem Re-annealing der Doppelhelix (modifiziert nach Transgenomic; 
Cheshire, GB). 

 
Abb. 3-4: Temperaturabhängige Auflösung von Homoduplices und Heteroduplices mit 

dHPLC (WAVE®); modifiziert nach Transgenomic (Cheshire, GB). Die Auftrennung 
von Homoduplices und Heteroduplices und damit die Detektion einer Variante sind nur in 
einem bestimmten Temperaturbereich, der Schmelztemperatur des entsprechenden DNA-
Fragmentes möglich. Am Beispiel eines Probanden mit einer Mutation auf dem Y-
Chromosoms wird die Temperaturabhängigkeit deutlich. Bei niedrigen Temperaturen ist 
kein Unterschied zwischen mutierten und nicht mutierten Allelen ersichtlich. Oberhalb 
einer Temperatur von 54 °C beginnen die heterozygoten DNA-Fragmente an der Stelle der 
fehlerhaften Basenpaarung zu denaturieren (modifiziert nach Taylor et al. 1998 und 2000). 

Heteroduplices 

Homoduplices 
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In der vorliegenden Arbeit wurde das WAVE® System als neue, die SSCP ergänzende, 
Methode zum Mutationsscreening des MCHR1 angewandt. Die genomische Sequenzierung 
des gesamten MCHR1-Locus sowie von 9.808 bp seiner 5’ Region durch die Kooperations-
partner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut für Moleku-
lare Biotechnologie, Jena) ermöglichte eine Einschätzung der Sensitivität sowie der Qualität 
der Anwendung des neuen WAVE® DNA fragment analysis systems.  

3.3.2.2 Durchführung der dHPLC 

Das WAVE® DNA fragment analysis system wurde für das Mutationsscreening des Introns 
sowie der ersten 317 bp der 5’ Region des MCHR1 verwendet. Die Schmelztemperaturen für 
die optimale Trennung der Homo- und Heteroduplices (s. Abb. 3-4) wurden von dem 
Schmelzprofil für die DNA Sequenz jedes Amplikons unter Verwendung der WAVEmaker 
Software, Version 4.0 (Transgenomic; Cheshire, GB) bestimmt. Für die Durchführung der 
dHPLC wurden PCR-Reaktionen unter Verwendung von 12 ng DNA optimiert (s.u. 3.2.3.). 
Dafür kamen Primerpaare zur Anwendung, die das Intron zwischen den beiden Exons in   
drei Fragmenten MCHR-I1a-f/MCHR-I1a-r, MCHR-I1b-f/MCHR-I1b-r und MCHR-I1c-f/ 
MCHR-I1c-r amplifizierten sowie mit einem Primerpaar MCHR-Prom-f/MCHR-Prom-r, das 
die ersten 317 bp der 5’ Region des MCHR1 amplifizierte (s. Tab. 2-4). Nach Ablauf der PCR-
Zyklen wurden die PCR-Produkte bei 95 °C denaturiert und durch langsame Abkühlung auf 
Raumtemperatur in einem Thermozykler (Touch Down, Hybaid MWG, Ebersberg) wieder 
aneinander gelagert. Die PCR-Protokolle sind im Anhang aufgeführt. Fünf Mikroliter nicht 
aufgereinigter PCR-Produkte wurden auf die vorgeheizte Säule (DNASep Column Transgeno-
mic; Cheshire, GB) geladen und mithilfe eines linearen Acetonitril-Gradienten in einem 0,1 M 
Triethylammonium Acetat Puffer (TEAA), pH-Wert 7,0 mit einer konstanten Fließgeschwin-
digkeit von 0,9 ml/min von der Säule wieder gelöst (Puffer s.u. 2.2.2.4). Der Gradient wird 
durch die Mischung der beiden Puffer A (0,1 M TEAA) und B (0,1 M TEAA, 25 % Azeto-
nitril) erzeugt. Für die Analyse des Introns und der 317 bp der 5’ Region des MCHR1 wurden 
die PCR-Produkte mit ansteigender Konzentration des Puffes B mit 10 % pro Minute über 
30 Sekunden und 2 % pro Minute über 4,5 Minuten von der Säule gelöst (Intron 1a und 
Intron 1b: 52 % auf 57 % B und 57 % auf 66 % B; Intron 1c: 50 % auf 55 % B und 55 % auf 
64 % B; Promoter: 54 % auf 59 % B und 59 % auf 68 % B). Nach der Reinigung der Säule mit 
100 % des Puffers B über 30 Sekunden wurde die Säule durch Mischung der Puffer A und B 
entsprechend der Start-Bedingungen equilibriert. Die Chromatogramme wurden mit den als 
Negativ-Kontrolle mitgelaufenen Wildtyp-Proben verglichen. PCR-Amplifikate von Indivi-
duen, deren Chromatogramme von denen des Wildtyps abwichen, wurden im Sequenzierungs-
labor SEQLAB (Sequence Laboratories Göttingen GmbH) sequenziert.  
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3.3.3 Sequenzierung 

3.3.3.1 Prinzip der Sequenzierung 

Die sensitivste, aber bei hohem Probendurchsatz sehr zeitaufwendige Methode zur Mutations-

detektion ist die Ermittlung der DNA-Sequenz nach der von Sanger et al. (1992) entwickelten 

Kettenabbruchmethode. Dieses Verfahren nutzt die Fähigkeit von DNA-Polymerasen, in vitro 

eine komplementäre Kopie eines vorliegenden DNA-Einzelstranges zu synthetisieren. Die 

Synthese wird durch ein Oligonukleotid mit einer freien 3‘-Hydroxylgruppe initiiert, das sich 

an die komplementäre Sequenz des vorliegenden DNA-Einzelstranges anlagert. In den vier 

basenspezifischen Sequenzierungsansätzen wird ein Gemisch aus allen vier 2’-Desoxynukleo-

tiden und aus den vier geringer konzentrierten ddNTPs (2’, 3’-Dideoxynukleotide) eingesetzt. 

Die ddNTPs unterscheiden sich von den dNTPs darin, dass sie, wie an dem 2’C-Atom, auch 

an dem 3’C-Atom anstelle der Hydroxylgruppe ein Wasserstoffatom tragen. Die Kettenver-

längerung erfolgt über eine Phosphordiesterbindung zwischen der Hydroxylgruppe des 5‘-

Kohlenstoffatoms des dNTPs oder ddNTPs und dem 3‘-Kohlenstoffatom des zuvor einge-

bauten Nukleotids. Aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe der ddNTPs am 3‘-Kohlenstoff-

atom können die in die wachsende Kette eingebauten ddNTPs zu keiner Phosphordiester-

bindung an ihrem 3’ Kohlenstoffatom beitragen und verursachen somit einen Kettenabbruch. 

Somit entsteht in jeder der 4 basenspezifischen Reaktionen eine Ansammlung von gelabelten 

DNA-Fragmenten unterschiedlicher Länge mit identischen 5‘-Enden (durch den Sequenzie-

rungsprimer festgelegt) und bezüglich der Länge variierenden 3‘-Enden (festgelegt durch das 

jeweilige ddNTP). Die Fragmente, die sich in ihrer Länge auch nur in einem Nukleotid 

unterscheiden, können in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel getrennt werden. Zur 

Detektion der unterschiedlich langen DNA-Fragmente können die Primer am 5’-Ende oder 

auch die vier ddNTPs z. B. radioaktiv (33P oder 35S) markiert werden (Strachan und Read 

1999). 

3.3.3.2 Durchführung der automatischen Sequenzierung am LiCor 4200 

Die automatische Sequenzierung (LiCor 4200-2, MWG Biotech, Ebersberg) basiert darauf, 

dass entweder ddNTPs oder die Primer basenspezifisch mit Fluorophoren gekoppelt werden. 

Diese emittieren Licht unterschiedlicher Wellenlänge, wenn sie durch einen Laser an einem 

bestimmten Punkt im unteren Gelbereich angeregt werden. Ein Detektor misst diese Signale 

und zeichnet sie auf. 
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Für die Aufklärung der auffälligen SSCP-Muster des Mutationsscreenings der kodierenden 
Region des MCHR1 durch die Sequenzierung am LiCor 4200-2 wurden die 5’ Enden der 
forward- und reverse-Primer mit speziellen M13-Sequenzen versehen (s. Tab. 2-5). Vor der 
Sequenzierung wurde das zu sequenzierende DNA-Fragment in einer PCR-Reaktion unter 
Verwendung dieser mit der M13-Sequenz gelabelten Sequenzierungsprimer amplifiziert. Die 
entstandenen Amplifikate wurden somit mit einer zum M13-Primer komlementären Sequenz 
versehen, welche die Verwendung der fluoreszenz-gelabelten Primer (F-Primers wurden mit 
IRD 700 gelabelt und R-Primers mit IRD 800; MWG-Biotech, Ebersberg, Germany) ermög-
lichte. Vor der Sequenzreaktion erfolgte eine Aufreinigung der Amplifikate mit dem QIAquick 
PCR Purification Kit nach Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden).  

Danach wurde die Konzentration der DNA-Fragmente visuell durch Vergleich der Intensität der 
fluoreszierenden Banden mit der entsprechenden Bande des DNA-Längenstandards ermittelt. 
Hierfür wurden je 4 µl aufgereinigte DNA-Amplifikate mit 4 µl Ladungspuffer auf ein 
2,5 %iges Agarose-Gel aufgetragen und mittels Elektrophorese getrennt. Ein in einer 
flankierenden Geltasche mitlaufender DNA-Längenstandard (2 µl low DNA mass ladder, 
Gibco BRL) diente als Maßstab für die Intensitätsbestimmung der Banden unter UV-Licht. 
Die Konzentrationen der DNA-Amplifikate konnten so nach Herstellerangaben (Gibco BRL, 
Eggenstein) abgeschätzt werden. 

Das ‘Thermo sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit mit 7-deaza-dGTP' 
(Amersham, Braunschweig, Germany) wurde für das cycle-sequencing entsprechend der 
Protokolle des Herstellers verwendet. Zur Sequenzreaktion wurden für jedes DNA-Fragment 
zwei getrennte Reaktionsgemische für den forward- und reverse-Primer angesetzt. Die 
Reaktionsansätze enthielten jeweils 75 ng aufgereinigte Matrizen-DNA, 1 pmol forward- oder 
reverse-Primer, 0,7 µl DMSO sowie APUWA (steriles Aqua bidest) ad 12 µl. In vier getrenn-
ten Reaktionsgefässen wurden jeweils 2,5 µl des Gemisches mit entweder 1 µl ddATP, ddTTP, 
ddGTP bzw. ddCTP (Reaktionsmixe mit dNTPs und einem der Dideoxynukleotid) versetzt. 
Das ‚cycle sequencing' beinhaltete folgende Schritte: Initiale Denaturierung 3 min 95 °C, 
25 Zyklen mit je 30 sec 95 °C, 30 sec entspechender Annealing-Temperatur des Primers, 
30 sec 70 °C sowie die Elongation 3 min 72 °C. Durch Zugabe von 2,5 µl Formamid loading 
dye wurde die Sequenzierung nach Ablauf der Zyklen im Thermozykler gestoppt. Um die 
entstandenen DNA-Fragmente ihrer Größe nach aufzutrennen, wurde ein 6 %iges Long-
Ranger-Sequenzgel (4,5 ml Long Ranger 50 %; 3,75 ml Harnstoff; 15,75 g 10xTBE; APUWA, 
steriles Aqua bidest ad 37,5 ml) verwendet. Das Gel wurde in eine Form (41 cm Kantenlänge 
und 0,25 mm Plattenabstand) gegossen, nachdem die Polymerisation des Gels durch Zugabe 
von 260 µl APS (10 %) und 37,5 µl TEMED gestartet wurde. Nach einer Polymerisationszeit 
von mindestens zwei Stunden konnte das Gel mit den Proben beladen werden. 
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Der folgenden Sequenzdetektion wurde zunächst ein Vorlauf mit Laufpuffer (1 x TBE) für 

etwa 30 min vorangestellt. Die Geltaschen wurden dann mit jeweils 7 µl der DNA-Fragment-

Proben beladen und bei einer Spannung von 1500 V aufgetrennt. Die Fluoreszenzsignale der 

forward-Sequenzen wurden bei einer Wellenlänge von 700 nm, die der reverse-Sequenzen bei 

800 nm gemessen. Die von dem Sequenziergerät erhaltenen Daten wurden mit entspre-

chender Software (Base ImagIR 4.0 von LiCor, Lincoln, Nebraska, USA und Image Analysis 

von Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA) gespeichert, analysiert und bearbeitet. 

3.3.3.3 Durchführung der automatischen Sequenzierung am ABI 377 

Für die genomische Sequenzierung des MCHR1-Locus sowie von 9.808 bp seiner 5’ Region 

durch die Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanaly-

se; Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena) wurden die PCRs entsprechend dem Prinzip 

der nested und seminested PCR (s. 3.2.4.1) optimiert. Dabei wurden die 13.378 bp durch acht 

sich überlappende PCR-Produkte mit der Bezeichnung A bis H abgedeckt (s. Tab. 2-6). Vier 

bis acht nested/seminested PCRs wurden in jeder Region durchgeführt. Die PCR-Produkte 

wurden unter Verwendung der Primer und des BigDye Terminator Cycle Sequencing v2.0 

Kits (Applied Biosystems) am automatischen Sequenzer ABI 377 sequenziert. Die Auswer-

tung erfolgte visuell mithilfe der Software gap4 (Bonfield et al. 1995). 

Die Genotypisierung von 4 SNPs in der 5’ Region des MCHR1 (SNP001745614, rs133063, 

rs133064 und SNP001745615) erfolgte ebenso über die Sequenzierung am automatischen 

Sequenzer ABI 377 durch die Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abtei-

lung für Genomanalyse, Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena). 

3.4 Mutationsverifizierung und Genotypisierung von SNPs 

Für die sich an das Mutationssceening anschließenden Assoziations- und Kopplungsanalysen 

wurden zusätzliche Probanden aus größeren Studiengruppen auf bekannte und neu detektierte 

Mutationen oder Polymorphismen getestet. Um den Genotyp schnell und zuverlässig zu 

bestimmen, wurde die auf der PCR basierende Methode – die PCR-RFLP angewandt.  
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3.4.1 PCR – Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (PCR-RFLP) 

Die Methode des Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (PCR-RFLP) eignet sich zum 

Nachweis von Punktmutationen, welche eine Restriktionsschnittstelle erzeugen oder zerstören. 

Durch Restriktionsspaltung von PCR-amplifizierter DNA und anschließender gelelektrophore-

tischer Auftrennung der Produkte können die zwei Allele des PCR-RFLP bestimmt werden. Die 

PCR-RFLP wurde für die Verifizierung von seltenen Varianten (s. Tab. 3-3) und die Genotypi-

sierung von 15 SNPs (s. Tab. 2-7) im MCHR1-Locus sowie in 9.808 bp seiner 5’ Region bzw. 

21 kb seiner 3’ Region angewendet.  

Die PCR-RFLP wurde mit den in Tabelle 2-7 aufgeführten Primern und Restriktionsenzymen 

für die Genotypisierung der SNPs rs133050, rs133055, rs133062, rs2032512, rs133063, 

SNP001745616, SNP001745617, SNP001745618, rs133068, rs133072, SNP001745619, 

rs133074, rs3087592, rs133079 und rs133084 durchgeführt. Die entsprechenden PCR-RFLP-

Protokolle für die eingesetzten Mengen und Konzentrationen der Reagenzien und die 

einzelnen Temperaturschritte in den PCR-Zyklen sind im Anhang aufgeführt. Die Genotypi-

sierung des SNP rs133072 in 4 weiteren Populationen aus Berlin, Kopenhagen, Paris und 

Philadelphia (Studiengruppen 5, 7, 8 und 9) für den Versuch der Bestätigung der positiven 

Assoziation bzw. TDTs in den „Marburger“ Kollektiven wurde über PCR-RFLP nach dem im 

Anhang aufgeführten Protokoll durchgeführt. Während eines Arbeitsaufenthaltes in Berlin in 

der Abteilung für pädiatrische Endokrinologie des Kinderkrankenhauses der Berliner Charité 

erfolgte die Genotypisierung in der Studiengruppe 5. Die DNA-Proben aus Kopenhagen 

(Studiengruppe 7) wurden in Marburg im Labor der Klinischen Forschergruppe genotypisiert. 

Die Genotypisierungen des SNP rs133072 wurden durch die französischen Kooperationspart-

ner PhD stud. D. Eberle/Dr. K. Clément (Hotel Dieu, Laboratoire de Nutrition, Paris, Frank-

reich) in den Populationen aus Paris (Studiengruppe 8) und durch die Kooperationspartner 

PhD stud. W.-D. Li/ Prof. R. A. Price (Center for Neurobiology and Behavior, University of 

Pennsylvania, Philadelphia, USA) in den Populationen aus Philadelphia (Studiengruppe 9) 

nach demselben PCR-RFLP-Protokoll durchgeführt. 

Die PCR-Reaktionen zur Verifizierung der identifizierten seltenen Varianten in der kodieren-

den Sequenz des MCHR1 entsprechen denen, die zur Amplifizierung der Fragmente zum 

Mutationsscreening verwendet wurden (s. u. Anhang Genotypisierungsprotokolle). Die in 

Tabelle 3-3 aufgeführten Restriktionsenzyme ermöglichten die Verifizierung der über SSCP 

und dHPLC identifizierten seltenen Varianten über die PCR-RFLP. 
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Tab. 3-3: Restriktionsenzyme zur Verifizierung der durch SSCP und dHPLC identifizierten 
Varianten im MCHR1 

Frag- Variante Restriktions- geschnittenes  Konzentra- Temperatur 
ment  enzym Allel tion  

Exon1 100193 C>T (T25M) Van91I (PflMI) T 10 U/µl 37 °C 
 100202 A>T (D28V) BbsI A 10 U/µl 37 °C 
Exon2 101962 G>A (R210H) Van91I (PflMI) A 10 U/µl 37 °C 
 101966 C>T BstNI C 10 U/µl 60 °C 
 102218 C>T AluI T 10 U/µl 37 °C 
 102247 C>T (T305M) Msp17I C 10 U/µl 37 °C 
 102283 G>A (R317Q) AluI A 10 U/µl 37 °C 
 102491 G>A TaiI (MaeII) G 5 U/µl 65 °C 
 102515 G>A HphI G 5 U/µl 37 °C 
 

Die Restriktionsenzyme erkennen spezifische Sequenzen der DNA und schneiden beide 

Stränge der Helix an definierten Stellen. Die meisten dieser Enzyme erkennen Sequenzen aus 

vier bis acht Basenpaaren und spalten in dieser Region in jedem Strang eine Phospho-

diesterbindung. Die erkannten Sequenzen sind dabei oft Palindrome, sie zeigen also von 

beiden Seiten abgelesen die gleiche Sequenz, und die Schnittstellen sind meist symmetrisch 

angeordnet. Durch die Auswahl eines Enzyms können die durch die Restriktionsspaltung 

entstehenden DNA-Fragmentlängen experimentell variiert werden. Es wurden von den zu 

untersuchenden Sequenzabschnitten Restriktionskarten mit dem Online-Programm NEBcutter 

V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) erstellt, um zu ermitteln, ob ein PCR-RFLP 

zur Verifizierung der seltenen Varianten bzw. zur SNP-Genotypisierung anwendbar ist. Für die 

Genotypisierung der SNPs wurden die Oligonukleotidprimer flankierend zu der polymorphen 

Restriktionsschnittstelle so gewählt, dass sich die entstehenden Fragmente in der Agarose-Gel-

elektrophorese nach ihrer Größe auftrennen ließen. Zu 15 µl des jeweiligen PCR-Produktes 

wurden jeweils 1 – 3 U der entsprechenden Restriktionsendonukleasen, 3 µl Puffer und 

APUWA (steriles Aqua bidest) bis zu einem Endvolumen von 30 µl pipettiert. Dieses 

Gemisch wurde mindestens 1 Stunde lang bei der für das jeweilige Restriktionsenzym 

optimalen Temperatur im Wasserbad inkubiert. Anschließend erfolgte eine Größenauftrennung 

der Produkte in einer Agarose-Gelelektrophorese. Die Restriktionsspaltung wurde mit der DNA 

eines bekannten Genotypes kontrolliert. 
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3.4.2 Allelspezifische Amplifikation (Tetra-Primer ARMS-PCR) 

Punktmutationen, die keine Restriktionsschnittstelle erzeugen oder zerstören, können über die 

Tetra-Primer amplification refractory mutation system-PCR (Tetra-Primer ARMS-PCR; Ye et 

al. 2001) nachgewiesen werden. Hierbei werden zwei allelspezifische Amplifikate unter 

Verwendung von zwei Primerpaaren, einem inneren und einem äußeren, erzeugt (s. Abb. 3-5). 

Ein äußerer forward-Primer und ein innerer reverse-Primer, der an das Wildtyp-Allel des 

SNPs bindet, bilden ein Amplifikat, welches das Wildtyp-Allel repräsentiert. Der innere 

forward-Primer, der durch ein Mismatch der zwischen seiner 3’ terminalen Base und des 

Wildtyp-Allels des SNP gekennzeichnet ist, und der äußere reverse-Primer bilden ein Amplifi-

kat mit dem Mutations-Allel. Um die Allelspezifität zu verbessern, wurde ein zweites 

Mismatch an der zweiten Position des 3’ terminalen Endes der beiden inneren Primers einge-

führt. Durch die Anlagerung der beiden äußeren Primer in unterschiedlichen Entfernungen 

von dem polymorphen Nukleotid unterscheiden sich die beiden allelspezifischen Amplifikate 

in ihrer Länge und sind mittels Gel-Elektrophorese auftrennbar und unterscheidbar (Ye et al. 

2001). 

 

Abb. 3-5: Schematische Darstellung der Methode der Tetra-Primer ARMS-PCR (nach Ye et 
al. 2001). Der SNP in diesem Beispiel führt zu einem Nukleotid-Austausch G/A. Unter 
Verwendung zweier Primerpaare werden zwei allelspezifische Amplifikate erzeugt. Dabei 
generiert ein Primerpaar (violette und rote Pfeile) ein Amplifikat mit dem G-Allel und das 
andere Primerpaar (blaue und türkisfarbene Pfeile) ein Amplifikat mit dem A-Allel. Die 
Allelspezifität entsteht durch ein Mismatch zwischen der 3’ terminalen Base eines inneren 
Primers und der DNA-Matritze. Ein zweites Mismatch (*) wird an Position –2 von dem 3’ 
Ende aus in die inneren Primer eingebaut (Ye et al. 2001). 
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Für die Genotypisierung der SNPs rs133073 und rs133069 wurden Tetra-Primer ARMS-PCRs 
mit den in Tabelle 2-8 aufgeführten Primern optimiert. Die Primerpaare wurden mit dem 
Online-Programm http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html erstellt. Die 
entsprechenden Tetra-Primer ARMS-PCR-Protokolle, die die eingesetzten Mengen und Kon-
zentrationen der Reagenzien und die einzelnen Temperaturschritte in den PCR-Zyklen 
angeben, sind im Anhang aufgeführt.  

3.4.3 Hochdurchsatzgenotypisierung 

Die Genotypisierung des SNP rs133072 in der KORAS2000 Population (Studiengruppe 6), 
die 4.056 Individuen umfasst, erfolgte im Institut für Epidemiologie des GSF-Nationalen 
Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit in Neuherberg durch die Arbeitsgruppen 
von Prof. Dr. H.-E. Wichmann und Dr. T. Illig. Im Anschluss an eine PCR wurden eine 
MassEXTEND Reaktion und danach eine MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorp-
tion/ ionization time of flight mass spectrometry) Analyse entsprechend des Hersteller-
Protokolls (hMETM Sequenom, San Diego, CA, USA) durchgeführt. 

3.5 Expressionsanalysen 

Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut 
für Molekulare Biotechnologie, Jena): 

Für die in silico Analysen, wurden die über BLAST Suche (GenBank release date 01/12, 
version 127.0; Übersicht Altschul et al. 1997) identifizierten ESTs assembliert und mit dem 
Datenbankeintrag Z86090 (genomischer Klon, der MCHR1 enthält) sowie dem Datenbank-
eintrag AB063174 (mRNA von MCHR1) unter Verwendung von gap4 (Bonfield et al. 1995) 
verglichen. Für nested and seminested RT-PCRs wurden die humanen cDNA Bibliotheken 
Panel MTC Panel I and II und humane Präadipozyten Zelllinien SGBS (Wabitsch et al. 2001) 
im undifferenzierten (1 d) und differenzierten (14 d) Stadium verwendet (s. Tab. 2-3 und 2-9). 
Die PCR Produkte wurden wie oben beschrieben sequenziert, assembliert und visuell 
ausgewertet. 

3.6 Promoter-Vorhersage 

Die Promoter-Vorhersage wurde in Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern 
Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut für Molekulare Bio-
technologie, Jena) durchgeführt: 

Es wurden die Programme FirstEF ("first exon finder", http://rulai.cshl.org/tools/FirstEF; 
Davuluri et al. 2001), NNPP ("neural network promotor prediction", http:www.fruitfly.org; 
Waibel et al. 1989; Reese and Eeckman 1995), PromoterInspector und ELDorado 
(http://www.genomatix.de) verwendet.  
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3.7 Funktionelle in vitro Studien 

3.7.1 Pharmakologische Studien 

Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut 

für Molekulare Biotechnologie, Jena): 

Plasmide: Für die pharmakologischen Studien wurde eine nested RT-PCR in einer gepoolten 

humanen cDNA Bibliothek, kombiniert mit allen Geweben des MTC Panels I, durchgeführt 

(s. Tab. 2-10). Das PCR-Produkt wurde in das Plasmid pCR2.1-TOPO (s. Tab. 2-3) kloniert. 

Alle rekombinanten Plasmide wurden wie oben beschrieben resequenziert.  

Kooperationspartner: Dr. C. Hess/Prof. T. Gudermann (Institut für Pharmakologie und 

Toxikologie der Philipps-Universität Marburg, Marburg): 

Später wurde die kodierende Sequenz des MCHR1, beginnend mit Met1 in den eukaryotischen 

Expressionsvektor pcDNA3.1 (s. Tab. 2-3) kloniert. Um eine immunologische Detektierung 

zu ermöglichen, wurden die MCHR1-Klone nach dem Met1 mit einem N-terminalen Epitop 

aus 9 Aminosäureresten (YPYDVPDYA) markiert, der vom Influenza Virus Hämagglutinin-

Protein (HA-tag) stammt.  

Zellkultur und Transfektion: COS-7 Zellen wurden in Dulbecco´s modified Eagle medium 

(DMEM) kultiviert, das mit 10 %igem fetalen Kälber-Serum, 100 U/ml Penizillin und 

100 µg/ml Streptomycin supplementiert wurde. HEK293 Zellen wurden auf Earle´s modified 

Eagle Medium (Earle´s MEM) mit denselben Supplementen kultiviert. Die Kultivierung beider 

Zelllinien erfolgte bei 37°C und in einem Inkubator mit 5 % CO2. Für die funktionellen 

Assays, wurden COS-7 und HEK293 Zellen unter Verwendung von METAFECTENE, 

einem Transfektionsreagenz, transient transfiziert. 

Inositol Phosphat-Assay: Um die Inositol-Phosphat Bildung zu messen, wurden transfizierte 

COS-7 Zellen mit 2 µCi/ml Myo-[2-3H] Inositol (15,0 Ci/mmol) für 18 Stunden inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen einmal mit einer serumfreien DMEM-Lösung, die 10 mM 

LiCl enthält, gewaschen und mit 10-11 – 10-5 MCH für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die durch 

den Agonisten MCH induzierten Anstiege der intrazellulären Inositol-Phosphat-Spiegel 

wurden wie von Wittau et al. (2000) beschrieben, bestimmt. 

cAMP-Assay: Für die cyclischen AMP Assays wurden die HEK293 Zellen entweder mit dem 

β2-adrenergen Rezeptor (β2AR) zusammen mit MCHR1 oder zusammen mit dem M2 muscarinischen 
Acetylcholin Rezeptor (M2R) (0,5 µg/Well für jedes Konstrukt, 12-Well-Platte) kotransfiziert. 

Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 2 µCi/ml von [2,8-3H]-adenine (24,2 Ci/mmol) 
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markiert und über Nacht inkubiert. Die transfizierten Zellen wurden einmal in serumfreiem 

Earle´s MEM, das 1 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine enthält, gewaschen und für 20 min bei 

37°C vorinkubiert. Anschließend erfolgte 1 Stunde lang eine Stimulierung mit 10 µM Isopro-

terenol und 1 µM MCH bzw. 100 µM Carbachol. Die Reaktionen wurden durch Aspiration 

des Mediums und Zugabe von 1 ml 5 %iger Trichloressigsäure gestoppt. Der cAMP-Gehalt 

der Zellextrakte wurde mittels Chromatographie bestimmt (Salomon et al. 1974). Die Bildung 

von cAMP wird als Prozent des Mittelwertes der isoproterenol-stimulierten cAMP-Bildung 

(100 %) ausgedrückt. Die Daten werden als Mittelwert ± SD von drei unabhängigen Experi-

menten, wovon jedes doppelt durchgeführt wurde, dargestellt. 

Immunologische Studien: Um die Expression des Rezeptors an der Zelloberfläche, der mit einem 

N-terminalen HA-tag markiert ist, zu bestimmen, wurde ein indirekter zellulärer Enzyme 

Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA; Schöneberg et al. 1997) verwendet, der “cell surface 

ELISA” genannt wird. Hierfür wurden COS-7 Zellen in 24-Well-Platten eingesetzt, transient 

transfiziert (0,2 µg der Plasmid DNA und 0,6 µl von METAFECTENE/Well), vorsichtig 

ohne die Zellmembran zu zerstören mit Formaldehyd fixiert, und mit Peroxidase-markierten 

Anti-HA monoklonalen Antikörpern inkubiert. Nach dem Entfernen des Überschusses unge-

bundener AK wurde eine gebrauchsfertige 3,3´,5,5´-Tetramethyl-Benzidin-Substrat-Lösung 

zur Entstehung des Farbkomplexes zugegeben. Nach 20 min wurde die enzymatische 

Reaktion durch Zugabe von 1 M H2SO4 gestoppt und die Farbentwicklung bei 450 nm unter 

Verwendung eines ELISA Lesegerätes (Microplate Reader Elx800, Bio-Tek Instruments, Inc., 

Vermont) gemessen. 

3.7.2 Promoter-Studien 

Kooperationspartner: Dr. C. Platzer (Institut für Anatomie II, Jena): 

Genomische Fragmente von 1.181 bp Länge (Pos. 98943-100122 im Datenbankeintrag 
Z86090, stromaufwärts von Met1) wurden über eine PCR mit Primern amplifiziert, die 
Schnittstellen für die Restriktionsendonukleasen NcoI bzw. XhoI einfügen (s. Tab. 2-10) und 
direkt in den pGL3-Basic Luziferase Reporter Vector kloniert. PC12 Ratten Pheochromo-
cytom Zellen wurden von der 'Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen' 
(Braunschweig, Deutschland; s. Tab. 2-3) bezogen und in RPMI 1640-Medium mit 10 %igem 
Pferdeserum und mit mycoplasmen- und endotoxinfreiem fetalen Kälber-Serum (5 %) in 
Kollagen-beschichteten Flaschen kultiviert. Die Transfektionen und Luziferase Assays wurden 
wie von Brenner et al. (2003) beschrieben, durchgeführt und berechnet. Variiert wurde jedoch 
die Elekroporation, die mit 3 x 106 Zellen in 0,15 ml durchgeführt wurde und die Induktion, 
für die 1 x 106 Zellen/ml/Well in Abwesenheit oder in Gegenwart von 500 µM 
dibutyryl-cAMP (dbcAMP) für 24 h kultiviert wurden. 
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3.8 Statistik 

Die statistischen Berechnungen erfolgten durch die Kooperationspartner PhD stud. F. Geller/ 

Prof. H. Schäfer (Institut für Medizinische Biometrie und Epidemiologie, Philipps-Universität 

Marburg, Marburg). 

Zur Einschätzung der Relevanz neu identifizierter Varianten in dem Kandidatengen MCHR1 

oder von in verschiedenen Studiengruppen und Populationen genotypisierten SNPs wurden 

verschiedene statistische Ansätze verwendet. Sie bestimmen eine mögliche Abweichung vom 

Mendelschen Gesetz der unabhängigen Vererbung. 

3.8.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht beschreibt die Genotyphäufigkeiten aus den Anteilen der 

verschiedenen Allele eines Gens in einer Population. Mit dieser Formel lassen sich die 

Häufigkeiten der drei möglichen Genotypen (homozygot Allel 1; heterozygot Allel 1 und Allel 

2; homozygot Allel 2) in einer Population mit Hilfe der experimentell bestimmten Allel-

frequenz berechnen. Die berechneten Genotypfrequenzen sollten mit den experimentell ge-

fundenen Häufigkeiten übereinstimmen (Strachan und Read 1999). 

 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht: 1 = p2 + 2pq + q2 

 p: Allelhäufigkeit des Allels A1  und q: Allelhäufigkeit des Allels A2 

Folgende Ursachen können eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bewirken: 

Auslese durch nicht zufällige Paarung (‘assortative mating’), Inzucht, Spontanmutationen, 

Selektion, genetische Drift, Gründereffekt und Migration oder experimentelle Fehler bei der 

Genotypisierung (Strachan und Read 1999). 

3.8.2 Assoziation 

Eine Assoziation liegt vor, wenn ein merkmalsverursachendes Allel eines genetischen Markers 

signifikant häufiger in der Gruppe der Merkmalsträger als in der Gruppe der Kontroll-

Personen auftritt (Übersicht Lander und Schork 1994). Eine positive Assoziation zwischen 

einem Phänotyp und einem bestimmten Allel eines Markers kann verschiedene Ursachen 

haben (Strachan und Read 1999): 
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a) Direkte Ursache: Das Vorkommen eines Allels A erhöht die Empfänglichkeit für eine 

Krankheit D. Der Besitz von Allel A ist weder notwendig noch ausreichend, um die 

Krankheit D zu entwickeln, aber es erhöht die Wahrscheinlichkeit. In diesem Fall würde 

man die gleiche Assoziation des Allels A mit der Krankheit in jeder untersuchten 

Population erwarten, sofern nicht die Ursachen für die Krankheit in den Populationen 

variieren.  

b) Natürliche Selektion: Personen mit der Krankheit D haben höhere Überlebenschancen und 

können sich fortpflanzen, wenn sie Träger des Allels A sind. 

c) Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium): Dies setzt voraus, dass die meisten 

Chromosomen mit Krankheitsallelen in der Bevölkerung von einem oder wenigen 

Chromosomen der Vorfahren abstammen. Das untersuchte Allel verursacht zwar nicht den 

Phänotyp, wird aber gemeinsam mit der merkmalsverursachenden Mutation vererbt. Das 

Allel liegt also mit einem zweiten, dem Phänotyp verursachenden Allel im Kopplungs-

ungleichgewicht. So könnte ein Gen in der Nähe des Allel A – Locus’ Mutationen bei 

Menschen mit der Krankheit D tragen. Das spezielle Allel am A-Locus, das mit der 

Krankheit D assoziiert ist, könnte in verschiedenen Populationen unterschiedlich sein. 

d) Bevölkerungs-Stratifikation (population stratification, admixture) beruht auf einem Fehler 

bei der Auswahl der zu vergleichenden Populationen. Diese findet man z. B. in großen 

gemischten Populationen mit verschiedenen ethnischen Gruppen. Sowohl die Krankheit 

als auch das Allel A kommen in einer ethnischen Gruppe besonders häufig vor. Lander 

und Schork (1994) führen hierfür ein Beispiel an: Der Phänotyp ‚Fähigkeit mit Stäbchen 

essen zu können’ wird in Zusammenhang mit einem HLA-Locus (‚human leukocyte 

antigen system’) gestellt. Asiaten weisen jedoch eine völlig andere Allelverteilung der HLA-

Allele auf als die kaukasische Bevölkerung. Natürlich wird eine Assoziation gefunden, die 

aber kaum etwas über den Phänotyp ‚Fähigkeit mit Stäbchen essen zu können’ aussagt, 

sondern lediglich auf unterschiedlichen Verteilungen der HLA-Allele in beiden ethnischen 

Gruppen beruht.  

e) Statistische Artefakte: Assoziationsanalysen werden oftmals an einer großen Anzahl von 

Loci durchgeführt, jeweils mit verschiedenen Allelen, um eine Assoziation mit einer 

Krankheit finden zu können. Die p-Werte müssen demnach für die Anzahl der Tests 

korrigiert werden. Häufig erfolgen keine oder nur unzureichende Korrekturen, sodass 

gelegentlich Assoziationen publiziert werden, die in Folgestudien nicht repliziert werden 

können. 
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Bei einer aufgefundenen Assoziation kann u. U. nicht zwischen einer allelischen Assoziation 

mit dem merkmalstragendem Locus und einer Assoziation durch unangemessen ausgewählte 

Kontrollgruppen unterschieden werden. Korrekt eingesetzte Kontroll-Gruppen sollten bis auf 

das zu untersuchende Merkmal in allen Eigenschaften mit der Fallgruppe gleich sein. Um das 

Stratifizierungsproblem umgehen zu können, können Assoziationsstudien mit internen 

Kontrollen verwendet werden. Die zwei prinzipiellen Methoden sind der Haplotype Relative 

Risk-Test (HRR) und der Transmission-Disequilibrium-Test (TDT; Strachan und Read 1999; 

s. u. 2.8.3.2.). 

3.8.2.1 Durchführung einer statistischen Assoziationsanalyse 

Allel-basierende Methoden haben den Vorteil, dass ihnen keine Modellannahme des Erb-

ganges vorausgeht. Sie vergleichen nicht-verwandte Merkmalsträger mit nicht-verwandten 

Kontroll-Personen innerhalb einer Population. Infolgedessen können in der statistischen 

Berechnung Nicht-parametrische Tests, die zwei unabhängige relative Häufigkeiten 

vergleichen, wie etwa der Chi-Quadrat Test (χ2; Vierfeldertafel, siehe Tab. 3-4), angewandt 

werden. Die Durchführung eines statistischen Tests umfasst die folgenden Schritte: 

Formulierung der Hypothese und Formulierung der Verteilungsannahmen: Es wurde 

eine Null-Hypothese (H0: p1 = p2) und eine zweiseitige Alternativ-Hypothese (H1: p1 ≠ p2) 

aufgestellt. Die Häufigkeiten p1; 2 stehen für die jeweiligen Anteile der Grundgesamtheiten mit 

einer bestimmten Ausprägung des Phänotyps; z. B. der gesunden Probanden (p1) und 

Erkrankten (p2). Die Null-Hypothese nimmt daher an, dass die Verteilung der Allele 

unabhängig von dem Phänotyp ist, während die Alternativ-Hypothese annimmt, dass die 

Verteilung der Allele von dem Phänotyp abhängig ist, dass also eine Assoziation vorliegt. Da 

explorative Untersuchungen durchgeführt wurden, war kein Vorwissen bezüglich der 

Allelverteilung, des genetischen Modells, etc. vorhanden. Infolgedessen wurde die Alternativ-

Hypothese zweiseitig formuliert, da kein Wissen über die Fehlerrichtung der Häufigkeits-

schätzer p1;2 bestand (p1 < p2 oder p1 > p2). Nach einer initialen Assoziationsstudie wurden 

für den Versuch der Bestätigung der Assoziation unabhängige Populationen untersucht, bei 

denen die Alternativ-Hypothese einseitig formuliert werden konnte.  

Wahl der Stichproben: Es wurde entschieden, welche Stichproben der verschiedenen 

Phänotypen zum Einsatz kommen, und ob einzelne Probanden oder Familien untersucht 

werden.  
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Wahl der Teststatistik: Die Teststatistiken wurden mittels χ2-Test durchgeführt (s. Tab. 3-4). 

Diese Vierfeldertafeln haben einen Freiheitsgrad; d. h. bei gegebenen Randsummen kann nur 

ein Feld frei gewählt werden. 

Wahl der Irrtumswahrscheinlichkeit α (Signifikanzniveau) und kritischer χ2-Wert: Das 

Signifikanzniveau begrenzt den Fehler erster Art, nämlich die Null-Hypothese H0 abzulehnen, 

obwohl diese richtig ist. Es wurde immer α = 0,05 vorgegeben.  

Durchführung der Teststatistiken und Interpretation der Ergebnisse: Der errechnete χ2-

Wert indiziert, ob der Unterschied zwischen den zwei beobachteten relativen Häufigkeiten mit 

der Null-Hypothese verträglich ist oder nicht. Die kritische Grenze für den χ2-Wert bei einem 

Freiheitsgrad und einer vorgegebenen Irrtumswahrscheinlichkeit α = 0,05 liegt bei 3,84. Werte 

von χ2 > 3,84 sprechen gegen die Null-Hypothese und führen zu ihrer Verwerfung. Der       

p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit für die Null-Hypothese an und wird mit einem                 

p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen (Sachs 1974, S. 270 ff). Er gibt die Wahrscheinlichkeit 

eines Irrtums an.  

3.8.2.2 Teststatistiken 

χ2-Test 

Mit dem χ2-Test wurden folgende Hypothesen geprüft:  

H0 = Die Verteilung der Allele ist unabhängig von dem Phänotyp. 

H1 = Die Verteilung der Allele ist abhängig vom Phänotyp (Assoziation). 

Tab. 3-4: Schema einer Vierfeldertafel beim χ²-Test 

  Merkmal 1 (Allel) 

  Allel A1 Allel A2 

Merkmal 2 Fälle a b 

(Gewicht) Kontrollen c d 

 

Die festgestellten Häufigkeiten der Allele in den einzelnen Stichproben wurden in eine 

Vierfeldertafel (s. Tab. 3-4) eingetragen. 
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Asymptotischer χ2-Test nach Pearson 

Für den Test auf Assoziation der Allele wurde der χ2 Test nach Pearson verwendet. 

 χ2 Test nach Pearson:  
d) + (b c) + (a d) + (c b) + (a

bc) - (adn  =
2

2χ  

Cochran-Armitage Trend Test 

Bei festgestellter Signifikanz des asymptotischen χ2-Test nach Pearson wurden nachfolgend 

die Unterschiede zwischen den Genotypen mit dem Cochran-Armitage Trend Test unter-

sucht. 

Hierarchisches Test-Verfahren 

Für die initialen, konfirmatorischen und post hoc Vergleiche der Allel- und Genotypfrequenzen 

wurde ein hierarchisches Test-Verfahren angewendet. Assoziationstests wurden nach der 

Genotypisierung von SNPs in der kodierenden Region des MCHR1 in einer adipösen 

Studiengruppe und einer nicht-adipösen Kontrollgruppe durchgeführt. Bei festgestellter signi-

fikanter Assoziation des initialen zweiseitigen Assoziationstests wurden zur Bestätigung der 

initial festgestellten Assoziation zusätzliche einseitige Assoziationsanalysen an unabhängigen 

Studiengruppen durchgeführt. Bei Bestätigung der initialen Assoziationsbefunde durch den 

zweiten unabhängigen Assoziationstest wurde eine große Anzahl an adipösen und nicht-

adipösen Studiengruppen genotypisiert und in einem post hoc Test die Allel- und Genotyp-

Frequenzen aller an dem betreffenden SNP genotypisierten Individuen in einem weiteren 

zweiseitigen Assoziationstest verglichen.  

Explorative Assoziationstests 

Angesichts der Hyperaktivität, des verminderten Körpergewichts und Körperfettgehalts sowie 

der verminderten Empfänglichkeit für eine diät-induzierte Adipositas (Marsh et al. 2002) 

vorzugsweise bei männlichen MCHR1 Knockout-Mäusen (Chen et al. 2002) wurden ge-

schlechtsspezifische post hoc Tests bei den untersuchten adipösen Kindern und Jugendlichen 

(Studiengruppe 1) durchgeführt für: a) das in einem Fragebogen durch die Mütter angegebene 

Niveau der motorischen Aktivität ihres adipösen Kindes in verschiedenen Altersstufen b) den 

prozentualen Körperfettanteil und c) den prozentualen Fettanteil an der Gesamtenergie-

aufnahme.  

Die Mütter von 399 der insgesamt 525 genotypisierten Kinder und Jugendlichen von den 

familien-basierenden Studien (Untergruppe der Studiengruppe 1) wurden zu altersabhängigen 

(Altersgruppen < 1, 1-6, 7-10, 11-14 und > 15 Jahre) motorischen Aktivitäts-Niveaus ihrer 



Me t h o d e n :  3 . 8  S t a t i s t i s c h e  Ve r f a h r e n  82 

Kinder in einem Fragebogen-Interview befragt. Die Mütter wurden gebeten, die motorische 

Aktivität ihres Kindes als höher, ähnlich oder geringer im Vergleich zu Kindern gleichen 

Alters einzuschätzen.  

Die prozentuale Körperfettmasse wurde über die Körper-Impedanz-Analyse (Data Input 

2000-S) bei 491 adipösen Kindern und Jugendlichen bestimmt. Der prozentuale Fettanteil an 

der Gesamtenergieaufnahme wurde mithilfe des Leeds Food Frequency Questionnaire         

(L-FFQ; Leeds Food and Nutrition Survey; Cooling und Blundell 1998) bei 140 adipösen 

Kindern und Jugendlichen beurteilt. 

Haplotypfrequenzen 

Die Frequenzen der aus vier SNPs (rs133068, rs133072, rs133073 und rs133074) bei 525 Trios 

(Studiengruppe 1) gebildeten Haplotypen wurden bestimmt und das Kopplungs-Ungleichge-

wicht zwischen diesen SNPs wurde mit dem Programm EH, Version 1.11 (Xie und Ott 1993) 

ermittelt.  

3.8.3 Kopplung 

Kopplung ist im Gegensatz zur Assoziation eine spezifische genetische Beziehung von 

Genloci (nicht Allelen oder Phänotypen). Kopplung an sich führt zwar innerhalb von Familien 

zu einer Assoziation, nicht jedoch in der Allgemeinbevölkerung, d. h. bei nicht verwandten 

Personen. Unter der Annahme, dass zwei angeblich nicht verwandte Personen eine Krankheit 

D von einem fernen gemeinsamen Vorfahren geerbt haben, können sie dazu tendieren, 

spezielle miteinander verwandte Allele zu teilen, die stark mit der Krankheit D gekoppelt sind. 

Wo sich Populationen zusammenschließen, schließen sich auch Kopplung und Assoziation 

zusammen (Strachan und Read 1999).  

Kopplung liegt somit vor, wenn zwei oder mehrere Gene, die auf benachbarten Genloci zu 

finden sind, gemeinsam vererbt werden. Je geringer ihr Abstand zueinander ist, desto häufiger 

werden sie gekoppelt vererbt. Dabei wird von etwa 1 % Rekombinationswahrscheinlichkeit 

zwischen zwei Genloci ausgegangen, die 1 cM voneinander entfernt liegen. Ist die gemeinsame 

Vererbung dieser Genloci überzufällig häufiger als es nach einer unabhängigen Vererbung 

beider Loci zu erwarten wäre, liegt Kopplung vor. Um statistische Signifikanz mit einem       

p-Wert < 0,05 zu erreichen, nimmt man Kopplung an, wenn die Wahrscheinlichkeit für 

Kopplung gegenüber der Wahrscheinlichkeit gegen Kopplung mindestens 1000 : 1 beträgt. 

Dieses Verhältnis entspricht umgerechnet einem LOD-Score von 3,0 (Passarge et al. 2001). 
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3.8.3.1 Durchführung von statistischen Kopplungsanalysen 

Für die Berechnung der Kopplung wird die Vererbung von Genotyp und Phänotyp innerhalb 

von Familien und Stammbäumen untersucht. Tests zur Berechnung von Kopplung finden 

andererseits Verwendung, um Stratifikationsprobleme (s.u. 3.8.2) umgehen zu können. Be-

rechnungen von Kopplung erfolgen ebenso im Rahmen der Durchführung von Genom-Scans 

zur Suche nach der genomischen Region, in der mit großer Wahrscheinlichkeit das Kandi-

datengen liegt, das den zu untersuchenden Phänotyp verursacht. Da Adipositas eine polygene 

Krankheit ist, muss nach Kopplung in mehreren chromosomalen Regionen gesucht werden. 

Die Stärke des Einflusses einzelner Gene auf die Ausprägung des Phänotyps wird bei poly-

genen Erkrankungen schwächer eingeschätzt als die der Gene, die für monogene Erkrankun-

gen verantwortlich sind. Daraus werden die Schwierigkeiten ersichtlich, die sich bei der Suche 

nach Kandidatengenen für polygene Erkrankungen, wie der Adipositas, ergeben. 

3.8.3.2 Teststatistiken 

Haplotype Relative Risk-Test (HRR) 

Die Methode des Haplotype Relative Risk-Test (HRR; Falk und Rubinstein 1987) ist eine der 

so genannten Assoziationsstudien mit internen Kontrollen. Im Gegensatz zur normalen Fall-

Kontroll-Studie werden hier 3 Personen einer Familie für einen Marker genotypisiert – der 

Patient und die beiden Eltern. Die Daten werden wie bei einer herkömmlichen Fall-Kontroll-

Studie behandelt, ausgenommen der Tatsache, dass die Kontrolle durch keine reale Person 

verkörpert wird, sondern durch die zwei Allele, die die Eltern nicht an ihr erkranktes Kind 

weitergegeben haben (Strachan und Read 1999). Damit wird Populationsstratifikation 

vermieden und eventuelle Fehltypisierungen durch Segregationsmustervergleich können 

erkannt werden. 

Transmission-Disequilibrium-Test (TDT) 

Die am häufigsten zur Vermeidung von Stratifikationsproblemen angewendete Methode der 

Assoziationsstudien mit internen Kontrollen ist der Transmission-Disequilibrium-Test (TDT; 

Spielman et al. 1993; Schaid 1998). Der TDT nutzt die Assoziationsinformation der elterlichen 

Allele, die nicht an das erkrankte Kind weitervererbt wurden. Zum anderen nutzt er zusätzlich 

die Kopplungsinformation der Verteilung der elterlichen Allele bei der Vererbung (Segrega-

tion; Spielman et al. 1993). Der TDT etablierte sich als ein wichtiger Test für die gleichzeitige 

Überprüfung von Assoziation und Kopplungsungleichgewicht für ein Markerallel (Schaid und 

Sommer 1994).  
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Es werden Familien mit einem oder mehreren von der Krankheit betroffenen Nachkommen 

für einen SNP typisiert. Dabei ist es irrelevant, ob jedes Elternteil betroffen ist oder nicht. Um 

zu testen, ob das Markerallel M1 mit der Krankheit assoziiert ist, werden diejenigen Eltern 

ausgewählt, die heterozygot sind. Je geringer jedoch die Allelfrequenz des Markers ist, desto 

seltener sind heterozygote Eltern und umso größer ist die für einen aussagekräftigen Hinweis 

erforderliche Fallzahl. Der Test vergleicht die Transmissionsrate des untersuchten Allels M1 

mit der Rate der Nicht-Transmission des untersuchten Allels M1. Die Häufigkeiten der trans-

mittierten und nicht-transmittierten elterlichen Allele werden in eine Vierfeldertafel 

eingetragen (s. Tab. 3-5). 

Zu Beginn werden folgende Hypothesen aufgestellt:  

H0: Allel A1 wird ebenso häufig transmittiert wie nicht transmittiert, d. h. Allel A1 hat keinen 

Einfluss auf den Phänotyp. 

H1: Die Transmissionsrate und die Rate der Nicht-Transmission für das Allel A1 sind 

unterschiedlich. Es liegt ein Transmissions-Ungleichgewicht vor. 

Diesen Hypothesen liegt der Grundgedanke zugrunde, dass ein Markerallel, das mit einem 

Krankheitsallel gekoppelt ist, überzufällig häufig gemeinsam mit dem Krankheitsallel an ein 

erkranktes Kind vererbt wird. Wenn keine Kopplung vorliegt, wird das Markerallel nach den 

Mendelschen Regeln mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % weitervererbt. 

Tab. 3-5: Schema einer Vierfeldertafel beim TDT 

  Transmittiert 

  Allel M1 Allel M2 

Nicht- Allel M1 a b 

Transmittiert Allel M2 c d 

 
Da nur die Daten der heterozygoten Eltern verwendet werden, wurde das Transmissions-

Ungleichgewicht (χ2 -Wert) nach folgender Gleichung berechnet (Terwilliger und Ott 1992): 

   
c) + (b
c) - (b  =

2
2χ  

Wenn sowohl Kopplung als auch Assoziation zwischen Marker und Allel bestehen, sind b und 

c verschieden groß. B stellt dann die Häufigkeit der transmittierten M1-Allele (welche den 

mutmaßlich mit der Krankheit gekoppelten Marker darstellen) und c die Häufigkeit der trans-

mittierten M2-Allele (welche mutmaßlich nicht mit dem Krankheitsallel gekoppelt sind), dar.  
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Nach festgestellter positiver Assoziation an zwei SNPs im kodierenden Bereich des MCHR1 

in initialer, bestätigender und post hoc Analyse wurden an denselben sowie zwei weiteren SNPs 

zusätzlich die Eltern der adipösen Kinder und Jugendlichen typisiert. Nachdem auch in den 

initialen TDT-Analysen Transmissions-Ungleichgewichte festgestellt werden konnten, wurden 

zur Bestätigung der Transmissions-Ungleichgewichte ein weiterer TDT in einer unabhängigen 

Stichprobe sowie ein post hoc TDT bei insgesamt 525 Familien durchgeführt. Die TDT-

Berechnungen an den deutschen (Studiengruppe 1) und amerikanischen Familien (Studien-

gruppe 9) wurden unter Verwendung des Programms Genehunter, Version 2.0 beta 

(Kruglyak et al. 1996) durchgeführt. Ebenso wurden Haplotyp-TDTs mit bis zu vier SNPs für 

alle 525 Trios (Studiengruppe 1) durchgeführt. 

3.8.4 Individuelle und epidemiologische Risikoberechnung 

Die Berechnungen des individuellen und epidemiologischen Risikos erfolgte durch den 

Kooperationspartner Prof. H. Schäfer (Institut für Medizinische Biometrie und Epidemiolo-

gie, Philipps-Universität Marburg, Marburg): 

Für den mutmaßlich kodierenden SNP rs133072 des MCHR1 wurden das relative genoty-

pische Risiko Adipositas (BMI ≥ 90. Perzentile) zu entwickeln, die Frequenz des “Risiko”-

Allels sowie das attributable Risiko in dem Kollektiv aller für diesen SNP typisierten 525 Trios 

(Untergruppe der Studiengruppe 1) mittels Berechnung der höchsten Wahrscheinlichkeit 

geschätzt (Schaid and Sommer, 1993). Diese Schätzungen sind nur unter der Annahme von 

randomisierter (Zufalls-) Paarbildung und des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts valide. Weil 

diese Annahmen für extrem adipöse Individuen aufgrund des vermuteten ‚assortative mating’ 

bei adipösen Menschen nicht valide sein können (Hebebrand et al. 2000), wurden die 

Schätzungen des relativen genotypischen Risikos auch in Abhängigkeit von den elterlichen 

Genotypen berechnet (Schaid and Sommer 1993). Die Konvidenzintervalle für das relative 

genotypische Risiko wurden, wie bereits durch Schaid und Sommer (1993) beschrieben, 

berechnet. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Kandidatengen Rezeptor 1 des Melanin-konzentrierenden Hormons 

Das Melanin-konzentrierende Hormon-System stellt einen zentralen Signalweg dar, der wie 

unter 1.6 ausführlich beschrieben, einen entscheidenden Einfluss auf die Nahrungsaufnahme 

und die Energiehomöostase hat. Damit ist das Gen für den Rezeptor 1 des Melanin-

konzentrierenden Hormons (MCHR1) ein plausibles Kandidatengen für die Gewichtsregulation 

(s.u. 1.3.2). Zu Beginn einer eingehenden Untersuchung eines Gens muss eine Aufklärung der 

Struktur des betreffenden Gens anhand der in genomischen Datenbanken verfügbaren 

Informationen erfolgen. Hierfür wurden v. a. folgende Datenbanken verwendet: NCBI 

(http://www.ncbi. nlm.nih.gov), UCSC (http://cedar.genetics.soton.ac.uk) und ENSEMBL 

(http://www.ensembl.org).  

Abb. 4-1: MCHR1 bei Mensch und Maus. Mitte: Struktur des MCHR1 mit drei potentiellen 
Kodons für den Translationsstart (Met1, Met6, Met70). Oben: MCHR1 der Maus auf 
Chromosom 15. Translationsstart bei der Maus ab dem Methionin, das dem humanen Met70 
entspricht. Der mRNA-Datenbankeintrag für die Maus (AF 498247) enthält nur die CDS 
(1.062 bp). Die 5’UTR und 3’UTR wurde durch die Kooperationspartner Dr. K. 
Reichwald/ Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut für Molekulare 
Biotechnologie, Jena) ermittelt. Alle ESTs (74) des Unigene Klusters Mm.221060 wurden 
unter Verwendung des gap4 assembliert. Die resultierende Konsens-Sequenz wurde mit der 
genomischen DNA (AY049011, CAAA01177985.1 aus der UCSC Maus Datenbank Stand: 
Feb. 2003) verglichen. Unten: MCHR1 des Menschen auf Chromosom 22q13.2. Das Gen 
wurde im Vergleich des mRNA Eintrages AF490537 mit der genomischen DNA (Z86090) 
dargestellt. Beim Menschen existieren drei potentielle Kodons für den Translationsstart 
(Met1, Met6, Met70). Die CDS, die mit dem Met1 beginnt, entspricht einem 422 
Aminosäuren-MCHR1 (JC7080). 
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MCHR1 (auch bekannt als GPR24 oder SLC1) wurde beim Menschen auf Chromosom 
22q13.2 lokalisiert (Kolakowski et al. 1996). Zur Zeit existieren vier humane MCHR1 mRNA 
Datenbankeinträge: a) AF490537 (Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die 
Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer: Abteilung für Genom Analyse, Insti-
tut für Molekulare Biotechnologie, Jena; s. u. 4.5), b) AB063174 (Shimomura et al. 1999),       
c) BC001736 d) BC021146 (s. Abb. 4-1). Jede der MCHR1 mRNAs enthält drei potentielle 
Startkodons, Met1, Met6 und Met70, die zu Proteinen mit 422 Aminosäuren (Shimomura et al. 
1999), 417 Aminosäuren bzw. 353 Aminosäuren korrespondieren (s. Abb. 4-1). Die Kodons 
für den Translationsstart bei Maus (AF498248; Ehringer et al. 2001) und Ratte (AF008650; 
Lakaye et al. 1998) entsprechen dem humanen Met70, wodurch bei diesen beiden Spezies ein 
MCHR1 Protein von 353 Aminosäuren entsteht. Aus diesem Grund sind MCHR1 Proteine 
mit 422 Aminosäuren bzw. 417 Aminosäuren, sofern sie existieren, für den Menschen 
spezifisch. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Translationsstart ab dem ersten Methionin 
(Met1) angenommen (s. u. Anhang: Genomische Struktur des MCHR1 mit Sequenzvarianten) 
und damit ein 422 Aminosäuren-MCHR1 aufgrund der Expressionsergebnisse der Koopera-
tionspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse; Institut für 
Molekulare Biotechnologie, Jena; AF490537, s. u. 4.5) postuliert. 

Das humane MCHR1 mit insgesamt 3.583 bp besteht aus zwei Exons und einem Intron. Das 
Exon 1 umfasst 502 bp, das Intron 1.214 bp und das zweite Exon 1.867 bp. Die 5’ untrans-
latierte Region (UTR) umfasst 213 bp und die 3’ UTR mit 887 bp enthält drei PolyA-Signale. 
Die humane mRNA mit 2.369 bp Länge umfasst somit eine CDS von 1.269 bp (AF490537; 
Ergebnisse im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die Kooperationspartner 
Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer [Abteilung für Genomanalyse; Institut für Molekulare 
Biotechnologie, Jena]; s. u. 4.5). 

Abb. 4-2: MCHR1 und 10 kb der 5’ Region beim Menschen. Darstellung der für das 
Mutationsscreening verwendeten Methoden: 1. SSCP (blau): 1.269 bp CDS; 2. dHPLC 
(rot): 213 bp 5’ UTR, 162 bp 5’ Region sowie 1.214 bp Intron; 3. Sequenzierung (grün) 
durch die Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für 
Genomanalyse; Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena): 9.807 bp der 5’ Region, 844 
bp des 3’ UTR sowie alle rot und blau markierte Regionen zur Verifizierung der mittels 
SSCP und dHPLC ermittelten Ergebnisse. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der erste bislang beschriebene Mutationsscreen am MCHR1 
durchgeführt (s. Abb. 4-2). Aufgrund der publizierten Befunde bei Maus und Ratte zum MCH 
und MCHR1 (s. u. 1.6) wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine eventuell zu detektierende 
loss-of-function Mutation mit Untergewicht assoziiert bzw. eine gain-of-function Mutation 
mit Übergewicht assoziiert sein müsste. 

 
kb 

5 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 
kb 

5 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 



Er g e b n i s s e  4 . 2  Mu t a t i o n s s c r e e n i n g  d e r  k o d i e r e n d e n  S e q u e n z  d e s  MCHR1  88 

4.2 Mutationsscreening des MCHR1 

4.2.1 Mutationsscreening der kodierenden Sequenz des MCHR1 

Für das Mutationsscreening der kodierenden Sequenz (CDS) des MCHR1, die sich aus dem 

Exon 1 mit 289 bp und dem Exon 2 mit 980 bp zusammensetzt, wurde die Methode der 

Einzelstrang-Konformationsanalyse (SSCP; s. u. 3.3.1) angewendet. Bei dem Mutationsscree-

ning der kodierenden Sequenz des Gens für den Rezeptor 1 des Melanin-konzentrierenden Hormons 

(MCHR1) beginnend mit Met1 von 215 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen (Unter-

gruppe der Studiengruppe 1, s. Tab. 2-1) und 230 untergewichtigen Studenten (Studiengruppe 

2, s. Tab. 2-1) konnten heterozygote Träger von vier stummen und sieben Missense-Varianten 

(6 nicht-konservative Aminosäuren-Austausche; Allelfrequenzen < 1 %) sowie zwei bereits 

bekannte SNPs rs133072 und rs133073 im Exon 1 detektiert werden (s. Tab. 4.1;               

s. u. Anhang: Genomische Struktur des MCHR1 mit Sequenzvarianten).  

Zur Verifizierung der seltenen Varianten und der SNPs wurden verschiedene Methoden 

angewendet. Nach der Sequenzierung der Proben mit auffälligem SSCP-Muster wurden die 

gefundenen Varianten unter Verwendung einer alternativen Methode noch einmal bestätigt. 

Die PCR-RFLP (s. u. 3.4.1) wurde für den kodierenden SNP rs133072 (s. Tab. 2-7) sowie die 

seltenen Varianten T25M, D28V, R210H, 101966 C>T, 102218 C>T, T305M, R317Q, 

102491 G>A und 102515 G>A (s. Tab. 3-3) angewendet. Die Varianten P377S und T411M 

ließen keine Schnittstelle eines Restriktionsenzyms verschwinden bzw. entstehen und der 

Versuch des Nachweises über Tetra-Primer ARMS-PCR scheiterte aufgrund von nicht 

lösbaren Problemen bei der Optimierung der PCR. Aus diesem Grund erfolgte neben dem 

Nachweis über die Sequenzierung ein zusätzliches Screening der PCR-Fragmente mittels 

dHPLC (s. u. 3.3.2). Für den SNP rs133073 (s. Tab. 2-8) eignete sich als Methode zur 

Verifizierung und Genotypisierung in größeren Studiengruppen die Tetra-Primer ARMS-PCR 

(s. u. 3.4.2). 

Außer den beiden SNPs rs133072 und rs133073 wurde nur eine Missense-Variante (D28V, 

s. Abb. 4-12 bis 4-14) sowohl bei übergewichtigen als auch bei untergewichtigen Personen 

detektiert (s. Tab. 4-1). Vier seltene Missense-Varianten: T25M (s. Abb. 4-16 bis 4-18), T305M 

(s. Abb.4-3 bis 4-5), R317Q (s. Abb. 4-6 bis 4-8) und T411M (s. Abb. 4-12, 4-13 und 4-15) 

wurden ausschließlich bei adipösen Probanden und zwei nur bei untergewichtigen Kontroll-

Personen identifiziert: R210H (s. Abb. 4-19 bis 4-21) und P377S (s. Abb. 4-9 bis 4-11; 

s. Tab. 4-1). 
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Tab. 4.1: Seltene Varianten und die SNPs rs133072 und rs133073 im MCHR1 bei 215 extrem 
adipösen Kindern und Jugendlichen sowie 230 untergewichtigen Studenten 

Studien- Basenposition+ Exon Einfluss auf die Position im Frequenz 
gruppe  (E) Aminosäure-

sequenz++ 
MCHR1* der Hetero-

zygoten# 

Extrem 100193 C>T E 1 T25M N-ter ED 0.005 
adipöse 100202 A>T E 1 D28V** N-ter ED 0.014 
Kinder 101966 C>T E 2 stumm IL 2 0.005 
und 102218 C>T E 2 stumm TM 5 0.009 
Jugendliche 102247 C>T E 2 T305M IL 3 0.005 
(n = 215) 102283 G>A E 2 R317Q IL 3 0.005 
 102491 G>A E 2 stumm C-ter 0.005 
 102565 C>T E 2 T411M** C-ter 0.014 
 100213 G>A E 1 D32N N-ter ED 0.507 
 100365 T>C E 1 stumm N-ter ED 0.535 
gesunde 100202 A>T E 1 D28V N-ter ED 0.009 
unter- 101962 G>A E 2 R210H IL 2 0.004 
gewichtige 102462 C>T E 2 P377S TM7 0.004 
Studenten 102515 G>A E 2 stumm C-ter 0.004 
(n = 230) 100213 G>A E 1 D32N N-ter ED 0.465 
 100365 T>C E 1 stumm N-ter ED 0.491 

+ humaner BAC, der MCHR1 (Z86090) enthält; ++ humaner MCHR1 (JC7080); * entsprechend 
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/protview?peptide=ENSP00000249016; # die Genotyp-Frequenzen 
weichen nicht vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht ab; ** drei Probanden mit einem Haplotyp [D28V;T411M]; 
grau hinterlegt: SNPs rs133072 (100213 G>A) und rs133073 (100365 T>C); ED: extrazelluläre Domäne, N-ter: 
N-terminal, TM: Transmembrandomäne, IL: intrazelluläre Schleife, EL: extrazelluläre Schleife, C-ter: C-terminal 

4.2.1.1 Nicht-konservative Missense-Varianten an konservierten Aminosäurepositionen 

zwischen verschiedenen Species 

Vier der insgesamt sechs seltenen nicht-konservativen Missense-Varianten befinden sich an 

Aminosäurepositionen, die zwischen Menschen, Mäusen und Ratten konserviert sind: T305M 

(s. Abb. 4-3 bis 4-5), R317Q (s. Abb. 4-6 bis 4-8), P377S (s. Abb. 4-9 und 4-11) und T411M 

(s. Abb. 4-12, 4-13 und 4-15). 

Die Genotypisierung der DNA der Eltern und der Schwester des extrem adipösen Mädchens 

(BMI 43,3 kg/m2, ≥99. BMI-Perzentile; 13,1 Jahre) mit der T305M Variante (s. Abb.  4-3 bis 

4-5) ergab, dass sowohl der Vater (BMI 36,1 kg/m2, ≥99. BMI-Perzentile) als auch die 

Schwester (BMI 25,1 kg/m2, 99. BMI-Perzentile; 10,7 Jahre) Träger der T305M Variante und 

extrem adipös waren. Die Mutter (BMI 25,6 kg/m2, 80. BMI-Perzentile) trug diese Variante 

nicht. 
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Abb. 4-4: Sequenzanalyse der nicht-konservativen Missense-Variante T305M (102247 C>T). 
Oben: Wildtyp-Sequenz Nukleotide 909-915; unten: Sequenz der Träger der Variante 
T305M, die an Position des Kodons 305 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot C/T ist. 

    

Abb. 4-5: PCR-RFLP Typisierung der nicht-konservativen Missense-Variante T305M (102247 
C>T). Enzym Msp17I schneidet das C-(Wildtyp)-Allel (GA↓CGTC) an Position des 
Kodons 305 (bezüglich Met1) des MCHR1. Spur 1: extrem adipöses Mädchen heterozygot 
C/T; Spur 2: Mutter homozygot CC; Spur 3: Vater heterozygot C/T; Spur 4: 
Geschwisterkind heterozygot C/T; Spur 5-14: Kontroll-Personen homozygot CC; Spur 15 
123 bp Längenmarker. 

 5’…C    A       T      G       A       C      G       T     C      C      T… Wildtyp 
                …M                         T                          S                       S… AS 

 5’…C    A       T       G      A     C/T   G       T     C     C      T… heterozygot 102247 C>T Variante 
…M M S S… AS-Austausch T M

       1       2      3       4      5       6      7      8      9     10     11    12     13     14     15 

    C/T  CC  C/T C/T CC  CC   CC   CC  CC   CC   CC  CC   CC   CC 

  1   2   3   4             5   6   7   8 

Abb. 4-3: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
T305M (102247 C>T). 

Ein Nachweis ist nur bei 4°C möglich. 
Links 4°C: Spur 4: extrem adipöses Mädchen mit zusätzlicher 
Bande; Spur 3: Mutter ohne auffälliges Bandenmuster; Spur 2: 
Vater mit zusätzlicher Bande; Spur 1: Geschwisterkind mit 
zusätzlicher Bande. 
Rechts RT: Spuren 5-8: die selbe Familie in derselben An-
ordnung ohne verändertes Bandenmuster. 
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Abb. 4-7: Sequenzanalyse der nicht-konservativen Missense-Variante R317Q (102283 G>A). 

Oben: Wildtyp-Sequenz Nukleotide 946-955; Unten: Sequenz der Trägerin der Variante 
R317Q, die an Position des Kodons 317 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot G/A ist. 

 

     
Abb. 4-8: PCR-RFLP Typisierung der nicht-konservativen Missense-Variante R317Q (102283 

G>A). Enzym AluI schneidet das A-Allel (AG↓CT) an Position des Kodons 317 (bezüglich 
Met1) des MCHR1. Spur 1: extrem adipöses Mädchen heterozygot G>A; Spur 2: Mutter 
homozygot GG; Spur 3: Vater heterozygot G/A; Spur 7: laborinterne Kontroll-Person 
heterozygot G/A; Spur 4-6, 8-13 Kontroll-Personen homozygot GG; Spur 14: 123 bp 
Längenmarker. 

Der Vater (BMI 44,7 kg/m2; ≥99. BMI-Perzentile) des extrem adipösen Jugendlichen (BMI 

43,2 kg/m2, ≥ 99. Perzentile; 15,3 Jahre) mit der R317Q Variante (s. Abb. 4-6 bis 4-8) hatte 

diese Variante transmittiert. Die Mutter (BMI 40,8 kg/m2, ≥99. BMI-Perzentile) trug diese 

Variante nicht. 

 
 5’…A        T        C       C       G       G       C       T     G      C… Wildtyp 

          …I                             R                           L                        R… AS 

 5’…A           T        C      C    G/A     G      C       T      G       C… heterozygot 102283 G>A Variante 
          …I                               Q                          L                        R… AS-Austausch R Q 

     1       2       3      4      5       6      7       8      9     10     11     12     13     14 

  G/A  GG G/A  GG  GG   GG  G/A GG  GG  GG   GG  GG  GG 

Abb. 4-6: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
R317Q (102283 G>A). 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Links 4°C: Spur 3: extrem adipöses Mädchen mit zwei zusätz-
lichen Banden; Spur 2: Mutter ohne auffälliges Bandenmuster; 
Spur 1: Vater mit zwei zusätzlichen Banden. 
Rechts RT: Spur 6: extrem adipöses Mädchen mit zwei zusätz-
lichen Banden; Spur 5: Mutter ohne auffälliges Bandenmuster; 
Spur 4: Vater mit zwei zusätzlichen Banden. 

 1    2     3                4     5    6 
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Abb. 4-10: Sequenzanalyse der nicht-konservativen Missense-Variante P377S (102462 C>T). 
Oben: Wildtyp-Sequenz Nukleotide 1124-1134; unten: Sequenz der Trägerin der Variante 
P377S, die an Position des Kodons 377 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot C/T ist.  

   

Von den Eltern der untergewichtigen Trägerin (BMI 16,55 kg/m2, 0. Perzentile; 23,40 Jahre) 

der P377S Variante (s. Abb. 4-8 bis 4-11) war keine DNA verfügbar. 

 5’…T      C     A      A      C       C      C     C       T       T     T… Wildtyp 
…N P F… AS

 5’…T     C      A      A     C     C/T       C      C      T      T      T… heterozygot 102462 C>T Variante 
…N S F… AS-Austausch P S

Abb. 4-9: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante P377S 
(102462 C>T). 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Links 4°C: Spur 1: Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster; 
Spur 2: untergewichtige Studentin mit zusätzlicher Bande. 
Rechts RT: Spur 3: Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster; 
Spur 4: untergewichtige Studentin mit zusätzlicher Bande. 

 1    2           3     4 

Abb. 4-11: dHPLC Analyse mittels 
WAVE (Transgenomic). 

dHPLC Peak der untergewichtigen Stu-
dentin (blau), die an der Position der 
Variante P377S (102462 C>T) hetero-
zygot C/T ist. Er weicht von dem Peak 
der Kontroll-Person (rot) ab, die an der 
Position der Variante P377S (102462 
C>T) homozygot für C ist. 
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Drei extrem adipöse Jugendliche (BMI 44,6 kg/m2, ≥ 99. Perzentile, 18,83 Jahre; BMI 

35,8 kg/m2, ≥ 99. Perzentile, 16,6 Jahre; BMI 41,3 kg/m2, ≥ 99. Perzentile; 15,3 Jahre) trugen 

zwei der Missense-Varianten (D28V und T411M; s. Abb. 4-12 bis 4-15). Zwei von ihnen 

hatten beide Varianten von ihrer Mutter geerbt, weshalb die beiden Mutationen offensichtlich 

einen Haplotyp [D28V; T411M] bilden. Die Genotypisierung der DNA der Eltern von zwei 

adipösen Probanden mit dem Haplotyp [D28V; T411M] (die DNA der Eltern des dritten 

Trägers dieses Haplotyps war nicht verfügbar) ergab, dass eine adipöse Mutter (BMI 

35,2 kg/m2; 99. -Perzentile) und eine normalgewichtige Mutter (BMI 22,6 kg/m2; 55. Perzenti-

le) jeweils den Hyplotyp [D28V; T411M] auf ihr Kind übertragen hatten. Der Vater (BMI 

25,0 kg/m2; 54. BMI-Perzentile) der zweiten adipösen Probandin war nicht Träger dieser 

Variante.  

 

                        
 

        

         
Abb. 4-13: Sequenzanalyse der nicht-konservativen Missense-Varianten D28V (100202 A>T; 

links) und T411M (102565 C>T; rechts). Oben: Wildtyp-Sequenz Nukleotide 78-88 bzw. 
1227-1237; unten: Sequenz der drei Träger der Varianten D28V (100202 A>T) und T411M 
(102565 C>T), die an Position des Kodons 28 (bezüglich Met1) heterozygot A/T bzw. des 
Kodons 411 heterozygot C/T sind.  

  5’ G    G     A    A   G      A    C     C     C   C    C… 
…E D P L

   .. .T   C    A    G    A   C     G    G   C      T    G…Wildtyp 
         …Q                 T                  A                   D…AS 

heterozygot 100202 A>T; AS-Austausch D V 
  5’ G     G     A    A   G   A/T C    C    C    C    C… 
          …E                  V                  P                  L    

 heterozygot 102565 C>T; AS-Austausch T M 
 5’  …T   C    A    G    A C/T  G    G    C     T    G… 
            …Q                 M                 A                  D… 

   1    2             3    4             5    6              7     8 Abb. 4-12: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit 
den Varianten D28V (100202 A>T; 
zwei linke Gele) und T411M 
(102565 C>T; zwei rechte Gele). 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT 
möglich. 
Spur 1 (4°C) und Spur 3 (RT): Kontrolle ohne 
auffälliges Bandenmuster; Spur 2 (4°C) und Spur 
4 (RT): Proband mit zwei zusätzlichen Banden; 
Spur 5 (4°C) und Spur 7 (RT): Kontrolle ohne 
auffälliges Bandenmuster; Spur 6 (4°C) Proband 
mit zusätzlicher Bande;  Spur 8: Proband mit 2 
zusätzlichen Banden. 
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Im Gegensatz dazu trugen zwei untergewichtige Kontroll-Personen (BMI 19,2 kg/m2, 

3. BMI-Perzentile, 22,80 Jahre; BMI 16,8 kg/m2, 0. BMI-Perzentile, 23,16 Jahre) nur die 

D28V-Variante.  

    

Abb. 4-14: PCR-RFLP Typisierung der nicht-konservativen Missense-Variante D28V (100202 
A>T). Enzym BbsI schneidet das A-Allel (GAAGACCC↓CC) an Position des Kodons 29 
(bezüglich Met1) des MCHR1. Spur 1: extrem adipöser Jugendlicher heterozygot A/T; Spur 
2: extrem adipöse Jugendliche heterozygot A/T; Spur 3: Mutter heterozygot A/T; Spur 4: 
Vater homozygot AA; Spur 5: extrem adipöser Jugendlicher heterozygot A/T; Spur 6: 
Mutter heterozygot A/T; Spur 7 und 8: untergewichtige Kontroll-Personen heterozygot 
A/T; Spur 9: 123 bp Längenmarker. 

  
Abb. 4-15: dHPLC Typisierung mittels WAVE (Transgenomic; Cheshire, GB). dHPLC Peaks 

der drei extrem adipösen Jugendlichen (rot, gelb, violett), die an der Position der Variante 
T411M (102565 C>T) heterozygot C/T sind. Sie weichen von den Peaks derjenigen 
Kontroll-Personen ab, die an dieser Position homozygot für C sind (dunkelgrün, türkis, 
hellgrün, grau). 

4.2.1.2 Eine nicht-konservative Missense-Variante an einer Aminosäureposition, die nicht 

zwischen verschiedenen Spezies konserviert ist 

Die sechste seltene nicht-konservative Missense-Variante T25M (s. Abb. 4-16 bis 4-18) befin-

det sich an einer Aminosäureposition, die zwischen Menschen, Mäusen und Ratten nicht kon-

serviert ist. Sie wurde nur bei einem extrem adipösen Jugendlichen (39,3 kg/m2, ≥ 99. Perzen-

tile; 17,1 Jahre) und seinem Vater (BMI 22,3 kg/m2, 10. Perzentile) detektiert. Die Mutter mit 

einem BMI von 22,2 kg/m2 (44. Perzentile) trug diese Variante nicht. 

    1         2       3        4         5         6       7        8        9 
A/T A/T A/T AA A/T A/T A/T A/T
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Abb. 4-17: Sequenzanalyse der nicht-konservativen Missense-Variante T25M (100193 C>T). 

Oben: Wildtyp-Sequenz Nukleotide 70-79; unten: Sequenz des Trägers der Variante T25M, 
der an Position des Kodons 25 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot C/T ist.  

    

Abb. 4-18: PCR-RFLP Typisierung der nicht-konservativen Missense-Variante T25M (100193 
C>T). Enzym PflMI schneidet das T-Allel (CCANNNN↓NTGG) an Position des Kodons 
24 (bezüglich Met1) des MCHR1. Spur 1: extrem adipöser Jugendlicher heterozygot C/T; 
Spur 2: Mutter homozygot CC; Spur 3: Vater heterozygot C/T; Spur 4: 123 bp Längen-
marker. 

 5’…G      C        T     A      C       G       G       A     G        G… Wildtyp 
…A T E E… AS

 5’…G      C         T     A    C/T     G      G       A     G       G… heterozygot 100193 C>T Variante 
          …A                         M                         E                         E… AS-Austausch T M 

      1     2                 3     4 

Abb. 4-16: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
T25M (100193 C>T). 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Links 4°C: Spur 1: Kontrolle ohne auffälliges Bandenmuster; 
Spur 2: extrem adipöser Jugendlicher mit zusätzlicher Bande. 
Rechts RT: Spur 3: Kontrolle ohne auffälliges Bandenmuster; 
Spur 4: extrem adipöser Jugendlicher mit 2 zusätzlichen Banden. 

  1           2           3           4 

       C/T      CC      C/T 
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4.2.1.3 Eine konservative Missense-Variante an einer Aminosäureposition, die zwischen 

verschiedenen Spezies konserviert ist 

Die siebente Missense-Variante (R210H), die zu einem konservativen AS-Austausch führt, 
befindet sich an einer AS-Position, die zwischen Menschen, Mäusen und Ratten konserviert 
ist. Sie wurde bei einer untergewichtigen Kontrollperson (19,1 kg/m2, 5. Perzentile; 21,9 Jahre) 
detektiert (s. Abb. 4-19 bis 4-21). Die DNA der Eltern des Trägers war nicht verfügbar. 

       
 

          

         

Abb. 4-20: Sequenzanalyse der konservativen Missense-Variante R210H (101962 G>A). Oben: 
Wildtyp-Sequenz Nukleotide 624-634; unten: Sequenz des Trägers der Variante R210H, der 
an Position des Kodons 210 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot G/A ist. 

   

 5’…T        G    A     C       C        G   C       T      A     C       C… Wildtyp 
                     …D                     R                        Y                       L… AS 

5’…T       G     A     C       C   G/A   C        T     A     C        C… heterozygot 101962 G>A Variante 
             …D                      H                        Y                       L… AS-Austausch R H 

       1      2      3      4     5      6      7     8     9     10     11    12 

   G/A GG  GG  GG  GG GG  GG GG  GG  GG  GG 

Abb. 4-19: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
R210H (101962 G>A). 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Links 4°C: Spur 1: untergewichtige Person mit zusätzlicher 
Bande; Spur 2: Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster.  
Rechts RT: Spur 3: untergewichtige Person mit zusätzlicher 
Bande; Spur 4: Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster. 

  Abb. 4-21: PCR-RFLP Typisierung der 
konservativen Missense-
Variante R210H (101962 G>A). 

  Enzym Van91I (PflMI) schneidet das A-Allel 
  (CCANNNN↓NTGG) an Position des 
  Kodons 211 (bezüglich Met1) des MCHR1. 
  Spur 1: untergewichtige Kontroll-Person 
  heterozygot G/A; Spuren 2-11 Kontroll- 
  Person homozygot GG; Spur 12: 123 bp 
  Längenmarker. 

      1      2             3     4 
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4.2.1.4 Stumme Varianten 

Die vier stummen Varianten sind 101966 C>T (s. Abb.4-22 bis 4-24), 102218 C>T (s. Abb.  

4-25 bis 4-27), 102491 G>A (s. Abb. 4-28 bis 4-30) und 102515 G>A (s. Abb. 4-31 bis 4-33). 

Die stumme Variante 101966 C>T wurde bei einem extrem adipösen Jugendlichen (BMI 

45,6 kg/m2,  99. Perzentile; 24,7 Jahre) detektiert (Abb. 4-22 bis 4-24).  

           

 

        

        
Abb. 4-23: Sequenzanalyse der stummen Variante 101966 C>T. Oben: Wildtyp-Sequenz 

Nukleotide 628-638; unten: Sequenz des Trägers der Variante 101966 C>T, der an Position 
des Kodons 211 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot C/T ist.  

    
Abb. 4-24: PCR-RFLP Typisierung der stummen Variante 101966 C>T. Enzym BstNI schneidet 

das C-Allel (CC↓WGG) an Position des Kodons 212 (bezüglich Met1) des MCHR1. Spur 1: 
extrem adipöser Jugendlicher heterozygot C/T; Spur 2: Mutter homozygot CC; Spur 3: 
Vater heterozygot C/T; Spur 4-13 Kontroll-Personen homozygot CC; Spur 14: 123 bp 
Längenmarker. 

 5’…C       G   C        T     A     C       C       T       G     G    C… Wildtyp 
    …R                        Y                       L                        A… AS 

         1      2     3     4     5     6     7     8      9    10    11   12    13   14 

      C/T CC C/T CC CC CC CC CC  CC  CC  CC CC  CC 

Abb. 4-22: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 101966 
C>T. 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Links 4°C: Spur 1: extrem adipöser Jugendlicher mit zusätzlicher 
Bande; Spur 2: Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster. 
Rechts RT: Spur 3: extrem adipöser Jugendlicher mit zusätzlicher 
Bande; Spur 4: Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster. 

5’…C        G  C        T     A   C/T    C       T       G      G   C… heterozygot 101966 C>T Variante 
…R Y L A… kein AS-Austausch

      1     2            3      4 
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Die stumme Variante 102218 C>T wurde bei zwei extrem adipösen jugendlichen Mädchen 

(BMI 40,9 kg/m2, ≥ 99. Perzentile; 16,3 Jahre und BMI 34,3 kg/m2, ≥ 99. Perzentile; 16,0 

Jahre) detektiert (s. Abb. 4-25 bis 4-28).  

 

           

 

       

      

Abb. 4-26: Sequenzanalyse der stummen Variante 102218 C>T. Oben: Wildtyp-Sequenz 
Nukleotide 880-890; unten: Sequenz der Träger der Variante 102218 C>T, die an Position 
des Kodons 295 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot C/T sind.  

    

Abb. 4-27: PCR-RFLP Typisierung der stummen Variante 102218 C>T. Enzym AluI schneidet 
das T-Allel (AG↓CT) an Position des Kodons 295 (bezüglich Met1) des MCHR1. Spur 1 
und Spur 2: extrem adipöse Jugendliche heterozygot C/T; Spur 3: Mutter homozygot CC; 
Spur 7: laborinterne Kontroll-Person mit der Variante R317Q an Position 950, durch die 
eine Schnittstelle für das Enzym AluI entsteht (GGCT zu AG↓CT); Spur 4-6; 8-13 
Kontroll-Personen homozygot CC; Spur 14: 123 bp Längenmarker. 

 5’…A     C     A      G       C      C      G      C     A        T     A… Wildtyp 
          …T                      A                        A                         Y… AS 

       1       2       3       4       5      6       7      8      9       10     11    12      13     14 
 

    C/T C/T   CC   CC   CC   CC   CC   CC   CC   CC   CC   CC   CC 

 5’…A    C       A     G      C     C/T   G      C       A     T      A… heterozygot 102218 C>T Variante 
          …T                      A                        A                        Y… kein AS-Austausch 

Abb. 4-25: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
102218 C>T. 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Links: 4°C: Spur 1 und 2 extrem adipöse Probanden mit 2 
zusätzlichen Banden; Spur 3: Kontroll-Person ohne auffälliges 
Bandenmuster. 
Rechts: RT:  Spur 4 und 5 extrem adipöse Probanden mit 2 
zusätzlichen Banden; Spur 6: Kontroll-Person ohne auffälliges 
Bandenmuster. 
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Die stumme Variante 102491 G>A wurde bei einer extrem adipösen Jugendlichen (BMI 

54,0 kg/m2, ≥ 99. Perzentile; 24,4 Jahre) identifiziert (s. Abb. 4-28 bis 4-30). 

 

          

       

       

Abb. 4-29: Sequenzanalyse der stummen Variante 102491 G>A. Oben: Wildtyp-Sequenz 
Nukleotide 1153-1163; unten: Sequenz des Trägers der Variante 102491 G>A, der an 
Position des Kodons 386 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot G/A ist.  

   

Abb. 4-30: PCR-RFLP Typisierung der stummen Variante 102491 G>A. Enzym TaiI (MaeII) 
schneidet das G-Allel (ACGT↓) an Position des Kodons 387 (bezüglich Met1) des MCHR1. 
Spur 1: extrem adipöse Jugendliche heterozygot G/A; Spur 2: Mutter homozygot GG; Spur 
3-12 Kontroll-Personen homozygot GG; Spur 13: 123 bp Längenmarker. 

 5’…G      A      G      A       C     G       T     T        C   C       G… Wildtyp 
…E T F R… AS

 5’…G       A     G      A     C    G/A    T     T         C   C      G… heterozygot 102491 G>A Variante 
    …E                        T                        F                      R…    kein AS-Austausch 

        1      2       3      4       5      6      7       8       9     10     11       12    13 

    G/A  GG   GG  GG   GG   GG  GG  GG   GG   GG  GG  GG 

Abb. 4-28: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
102491 G>A. 

Ein Nachweis ist nur bei 4°C möglich. 
Links 4°C: Spur 1: Mutter ohne auffälliges Bandenmuster; Spur 2: 
extrem adipöse Jugendliche mit zusätzlicher Bande. 
Rechts RT: Spur 3 (Mutter) und 4 (extrem adipöse Jugendliche): 
ohne auffälliges Bandenmuster. 

 1      2              3    4 
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Die stumme Variante 102515 G>A wurde bei einem untergewichtigen Studenten (BMI 

19,6 kg/m2, 5. Perzentile; 23,1 Jahre) detektiert (s. Abb. 4-31 bis 4-33). 

 

              

 

       

       

Abb. 4-32: Sequenzanalyse der stummen Variante 102515 G>A. Oben: Wildtyp-Sequenz 
Nukleotide 1177-1187; unten: Sequenz des untergewichtigen Trägers der Variante 102515 
G>A, der an Position des Kodons 394 (bezüglich Met1) des MCHR1 heterozygot G/A ist. 

   

Abb. 4-33 PCR-RFLP Typisierung der stummen Variante 102515 G>A. Enzym HphI schneidet 
das G-Allel (GGTGA[N]8↓) an Position des Kodons 398 (bezüglich Met1) des MCHR1.     
Spur 1: untergewichtiger Jugendlicher heterozygot G/A; Spur 2-11 Kontroll-Personen 
homozygot GG; Spur 12: 123 bp Längenmarker. 

 5’…C      T      G       T      C   G/A   G       T     G      A    A… heterozygot 102515 G>A Variante 
    …L                          S                      V                        K… kein AS-Austausch 

 5’…C      T      G      T      C      G      G      T      G      A     A… Wildtyp 
    …L                        S                        V                        K…         AS 

       1       2       3      4       5       6      7       8       9     10     11     12 

    G/A G/A  GG  GG    GG  GG  GG   GG   GG  GG   GG   

Abb. 4-31: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit der Variante 
102515 G>A. 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Spur 1 (4°C) bzw. Spur 3 (RT): untergewichtiger Jugendlicher mit 
zwei zusätzlichen Banden; Spur 2 (4°C) bzw. Spur 4 (RT): 
Kontroll-Person ohne auffälliges Bandenmuster. 

           1     2            3      4 
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4.2.1.5 Polymorphismen 

Der im Exon 1 des MCHR1 detektierte Polymorphismus rs133072 (G/A) führt zu einem 

nicht-konservativen Austausch der 32. Aminosäure Aspartat zu Asparagin im N-Terminus des 

Rezeptors (D32N; bezüglich Met1). Dieser SNP war als regelmäßig wiederkehrendes variieren-

des Bandenmuster auf den SSCP-Gelen erkennbar (s. Abb. 4-34), wurde über die Sequenzie-

rung (SEQLAB, Sequence Laboratories Göttingen GmbH) als SNP rs133072 identifiziert 

(s. Abb. 4-35) und über eine spezifische PCR-RFLP in einem Kollektiv von 719 adipösen 

Kindern und Jugendlichen sowie 326 nicht-adipösen Probanden (s. Tab. 2-1; Studiengrup-

pen 1-4) genotypisiert (s. Abb. 4-36). 

 

       

 

         

        

Abb. 4-35: Sequenzanalyse des SNP rs133072 G>A (D28N) im Exon 1 des MCHR1. Oben: 
Wildtyp-Sequenz Nukleotide 89-99; unten: Sequenz eines adipösen Probanden, der an 
Position des Kodons 28 (bezüglich Met1) des MCHR1 homozygot für das A-Allel ist. 

 5’…T      T      C      C      C      G      A    C       T       G     C…  homozygot GG 
    …                 P                        D                      C…  AS 

5’…T      T      C       C     C      A     A     C       T       G     C…   homozygot AA SNP rs133072 
… P N C… AS-Austausch D>N

   1     2     3        4    5     6 

Abb. 4-34: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit dem SNP rs133072 
C>T. 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Spur 1 (4°C) bzw. Spur 4 (RT): homozygot GG; Spur 2 (4°C) 
bzw. Spur 5 (RT): heterozygot G/A; Spur 3 (4°C) bzw. Spur 6 
(RT): homozygot AA. 
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Der SNP rs133072 wurde zusätzlich in weiteren Kollektiven bei insgesamt 427 adipösen und 

417 nicht adipösen Individuen (Studiengruppen 5 und 7, s. u. 2.1.2) genotypisert (s. u. 4-10). 

In Frankreich und den USA wurde der SNP rs133072 nach demselben PCR-RFLP Protokoll 

(s. u. Anhang Genotypisierungsprotokolle) durch die entsprechenden Kooperationspartner bei 

468 adipösen und 322 nicht-adipösen Erwachsenen (Studiengruppe 8, s. u. 2.1.1; Koopera-

tionspartner: PhD stud. D. Eberle/Dr. K. Clément (Hotel Dieu, Laboratoire de Nutrition, 

Paris, Frankreich) sowie bei 187 adipösen Erwachsenen und deren 374 Eltern genotypisiert 

(Studiengruppe 9, s. u. 2.1.1; Kooperationspartner: PhD stud. W.-D. Li/Prof. R. A. Price 

(Center for Neurobiology and Behavior, University of Pennsylvania, Philadelphia, USA). 

Der zweite im Exon 1 des MCHR1 detektierte SNP rs133073 (T/C) ist stumm. Dieser SNP 

war wie der SNP rs133072, als regelmäßig wiederkehrendes variierendes Bandenmuster auf 

den SSCP-Gelen erkennbar (s. Abb. 4-37) und konnte über die Sequenzierung am LiCor 4200 

(s. u. 3.3.3.2; s. Abb. 4-38) als SNP rs133073 identifiziert werden. Da durch den Austausch 

von T zu C am SNP rs133073 keine Schnittstelle für ein Restriktionsenzym entsteht bzw. 

verschwindet, war die Methode der PCR-RFLP zur Genotypisierung dieses SNP ungeeignet. 

Aus diesem Grund erfolgte die Genotypisierung in einem Kollektiv von 719 adipösen 

Kindern und Jugendlichen, 326 nicht-adipösen Probanden (Studiengruppen 1-4 s. Tab. 2-1) 

über SSCP (s. u. 3.3.1) und Tetra-Primer ARMS-PCR (s. u. 3.4.2, s. Abb. 4-39). 

 

       

Abb. 4-36: PCR-RFLP Typisierung des 
SNPs rs133072 G>A (D32N). 

Enzym Hpy188III schneidet das G-Allel 
(TC↓NNGA) an Position des Kodons 31 
(bezgl. Met1) des MCHR1. Spur 1, 2, 4, 6-8 
homozygot AA; Spur 3: heterozygot G/A; 
Spur 5: homozygot GG; Spur 9: 
Wasserprobe; Spur 10: 123 bp Längen-
marker. 

Abb. 4-37: Ausschnitt aus SSCP-Gelen mit dem SNP 
rs133073 C>T. 

Ein Nachweis ist sowohl bei 4°C als auch bei RT möglich. 
Spur 1 (4°C) bzw. Spur 4 (RT): heterozygot C/T; Spur 2 
untergewichtiger Jugendlicher mit zwei zusätzlichen 
Banden; Spur 2 (4°C) bzw. Spur 5 (RT): homozygot TT; 
Spur 3 (4°C) bzw. Spur 6 (RT): homozygot CC. 

       1     2    3            4     5    6 

     1        2       3       4       5       6        7       8        9     10 

   AA    AA   G/A  AA    GG   AA    AA    AA 
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Abb. 4-38: Sequenzanalyse des SNP rs133073 T>C im Exon 1 des MCHR1. Oben: Wildtyp-
Sequenz Nukleotide 241-251; unten: Sequenz eines adipösen Probanden, der an Position 
des Kodons 81 (bezüglich Met1) des MCHR1 homozygot für das C-Allel ist. 

 

    

Abb. 4-39 Tetra-Primer ARMS-PCR Typisierung des SNP rs133073 T>C. Spur 1, 2: homozygot 
CC; Spur 3, 5, 6: homozygot C/T; Spur 4, 7: homozygot TT. 

4.2.2 Mutationsscreening des Introns des MCHR1 sowie eines Bereiches der 5’ UTR 

Bei dem Mutationsscreening des Introns mit 1.214 bp sowie der ersten 317 bp der 5’ Region 

des MCHR1 wurde die Methode der dHPLC (WAVE® DNA Fragment Analysis System, 

Transgenomic; Cheshire, GB; s. u. 3.3.2) verwendet.  

Hierbei konnte ein neuer Polymorphismus, der SNP 001745619 (101341 G>T; s. Abb. 4-40), 

detektiert werden, der mittels Sequenzierung (s. u. 3.3.3; s. Abb. 4-41) spezifiziert wurde. 

 

   1         2        3       4         5        6        7         8 

 CC     CC    C/T   TT    C/T   C/T   TT 

 

 5’… C     C      C      A      A     T        G      C     C      A      G… homozygot TT 
… P N A S… AS

 5’… C     C      C      A     A       C      G       C      C     A      G… homozygot CC 
    … P                       N                       A                       S…  kein AS-Austausch 
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Abb. 4-40: dHPLC Typisierung mittels WAVE (Transgenomic; Cheshire, GB). dHPLC Peak 

eines adipösen Probanden, der an der Position des SNP 001745619 (101341 G>T) im 
Intron heterozygot T/G ist (grau) und von den Peaks derjenigen Probanden abweicht, die 
an diesem SNP homozygot TT oder GG (grün, oliv, braun) sind.  

        

        

Abb. 4-41: Sequenzanalyse des SNP 001745619 (101341 G>T) im Intron. Oben: Wildtyp-Sequenz 
am SNP 001745619 (GG) sowie an jeweils 5 Nukleotiden vor und nach dem SNP; unten: 
Sequenz eines adipösen Probanden, der am SNP 001745619 heterozygot G/A ist. 

Nach der Sequenzierung der Proben mit auffälligem dHPLC-Muster (s. Abb. 4-41) wurde der 

detektierte SNP 001745619 (101341 G>T) im Intron mittels PCR-RFLP (s. u. 3.4.1;               

s. Tab. 2-6) verifiziert (s. Abb. 4-42). 

  

   5’…C    A     G          A  G       T    A      A       T        C     T…   Wildtyp 

  5’…C    A     G          A  G    G/T    A     A      T       C      T… heterozygot SNP 001745619 (101341 G>T) 

      1      2       3      4      5      6       7     8 

    TT  GG   TT  G/T GG G/T G/T 

Abb. 4-42: PCR-RFLP Typisierung des SNP 
001745619 (101341 G>T). 

Enzym TfiI schneidet das G-Allel (G↓AWTC) des SNP 
001745619 (101341 G>T) im Intron des MCHR1. Spur 1 
und 3: homozygot TT; Spur 2 und 5: homozygot GG; 
Spur 4, 6 und 7: heterozygot G/T; Spur 8: 123 bp 
Längenmarker. 
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4.3 Assoziationsstudie für die MCHR1 SNPs rs133072 und rs133073 

Die auf das Mutationsscreening des MCHR1 aufbauenden Untersuchungen wurden auf die 

SNPs rs133072 und rs133073 im Exon 1 des MCHR1 fokussiert. Diese SNPs wurden für 

einen initialen Assoziationstest jeweils in 215 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen 

sowie 230 untergewichtigen Studenten (Untergruppen der Studiengruppe 1 und Studiengruppe 

2, s. Tab. 2-1) genotypisiert (s. u. 4.2.1.5). Der Vergleich der Allel- und Genotyp-Frequenzen 

(asymptotischer Cochran-Armitage-Trend Test; s. u. 3.8.2.2) der SNPs rs133072 und rs133073 

in den beiden Studiengruppen, in denen das Mutationsscreening durchgeführt wurde, zeigte 

eine Assoziation auf Allel- und Genotypebene (p < 0,04 und p < 0,03; zweiseitig). Das A-Allel 

von SNP rs133072 und das C-Allel von SNP rs133073 waren in der adipösen Studiengruppe 

häufiger als in der Kontrollgruppe (s. Tab. 4-2).  

Konfirmatorischer Test: Basierend auf dieser initialen positiven Assoziation wurden die SNPs 

rs133072 und rs133073 in unabhängigen Studiengruppen von weiteren 405 adipösen Kindern 

und Jugendlichen, 96 normalgewichtigen und 99 übergewichtigen Studenten genotypisiert. Die 

Unterschiede der Allel- und Genotyp-Frequenzen zwischen den adipösen Kindern sowie 

übergewichtigen Studenten und den normalgewichtigen Studenten dieser Assoziationsanalyse 

wurden bestätigt (einseitige p-Werte < 0,015; s. Tab. 4-2). 

Ein post hoc Vergleich der Allel- und Genotyp-Frequenzen der SNPs rs133072 und rs133073 

basierend auf allen 719 adipösen und den 326 nicht-adipösen Individuen zeigte auch die 

Assoziation des A-Allels von rs133072 und des C-Allels von rs133073 mit Adipositas (alle 

zweiseitigen p-Werte < 0,003; s. Tab. 4-2).  

Da die beiden SNPs für die stufenweise durchgeführten Assoziationsanalysen nacheinander 

genotypisiert worden sind und sie sich zudem in einem engen Kopplungsungleichgewicht 

(D’ = 0,989; p < 0,001) befinden, erfolgte keine Korrektur der p-Werte.  
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Tab. 4-2: Assoziationsanalysen des SNP rs133072 (a) und rs133073 (b) in verschiedenen 
Studiengruppen 

Studiengruppen  Genotyp-Frequenzen# Allelfrequenzen 

a) SNP rs133072  GG GA AA G-Allel A-Allel 

Extrem adipöse Kinder  75 109 31 259 171 
und Jugendliche (n = 215)  (34,9 %) (50,7 %) (14,4 %) (60,2 %) (39,8 %) 
Untergewichtige Studenten  101 107 22 309 151 
(n = 230)  (43,9 %) (46,5 %) (9,6 %) (67,2 %) (32,8 %) 
Initiale Analyse p = 0,027× p = 0,031× 
Extrem adipöse Kinder  149 196 60 494 316 
und Jugendliche (n = 405)  (36,8 %) (48,4 %) (14,8 %) (61,0 %) (39,0 %) 
Übergewichtige Studenten  37 49 13 123 75 
(n = 99)  (37,4 %) (49,5 %) (13,1 %) (62,1 %) (37,9 %) 
Normalgewichtige Studenten  43 46 7 132 60 
(n = 96)  (44,8 %) (47,9 %) (7,3 %) (68,8 %) (31,2 %) 
Konfirmatorische Analyse p = 0,022×× p = 0,024×× 
Alle adipösen Individuen*   261 354 104 876 562 
(n = 719)  (36,3 %) (49,2 %) (14,5 %) (60,9 %) (39,1 %) 
Alle nicht-adipösen Individuen**  144 153 29 441 211 
(n = 326)  (44,2 %) (46,9 %) (8,9 %) (67,6 %) (32,4 %) 
post hoc Analyse p = 0,0026× p = 0,0016× 

b) SNP rs133073  TT TC CC T-Allel C-Allel 

Extrem adipöse Kinder  70 112 33 252 178 
und Jugendliche (n = 215)  (32,6 %) (52,1 %) (15,3 %) (58,6 %) (41,4 %) 
Untergewichtige Studenten  94 113 23 301 159 
(n = 230)  (40,9 %) (49,1 %) (10,0 %) (65,4 %) (34,6 %) 
Initiale Analyse p = 0,029× p = 0,036× 
Extrem adipöse Kinder  143 196 66 482 328 
und Jugendliche (n = 405)  (35,3 %) (48,4 %) (16,3 %) (59,5 %) (40,5 %) 
Übergewichtige Studenten  31 53 15 115 83 
(n = 99)  (31,3 %) (53,5 %) (15,2 %) (58,1 %) (41,9 %) 
Normalgewichtige Studenten  43 46 7 132 60 
(n = 96)  (44,8 %) (47,9 %) (7,3 %) (68,8 %) (31,2 %) 
Konfirmatorische Analyse p = 0,013×× p = 0,0066×× 
Alle adipösen Individuen*   244 361 114 849 589 
(n = 719)  (33,9 %) (50,2 %) (15,9 %) (59,0 %) (41,0 %) 
Alle nicht-adipösen Individuen**  137 159 30 433 219 
(n = 326)  (42,0 %) (48,8 %) (9,2 %) (66,4 %) (33,6 %) 
post hoc Analyse p = 0,0010× p = 0,0013× 

# Genotyp-Frequenzen sind im Hardy-Weinberg Gleichgewicht.  
* BMI ≥ 90. Perzentile; umfasst 620 (359 weiblich) unabhängige übergewichtige Kinder und Jugendliche 
  (mittlerer BMI 33,4 ± 6,6 kg/m2; mittleres Alter 14,0 ± 2,7 Jahre) und 99 (51 weiblich) übergewichtige 
  Erwachsene (mittlerer BMI 29,1 ± 3,4 kg/m2; mittleres Alter 25,3 ± 3,7 Jahre). 
** umfasst 96 (49 weiblich) normalgewichtige (BMI ≥ 40. und ≤ 60. Perzentile; mittlerer BMI 
  21,9 ± 1,1 kg/m2; mittleres Alter 24,7 ± 2,6 Jahre) und 230 (110 weiblich) untergewichtige Erwachsene 
  (BMI ≤ 15. Perzentile; mittlerer BMI 18,3 ± 1,1 kg/m2; mittleres Alter 25,2 ± 3,7 Jahre) 
x asymptotischer Cochran-Armitage-Trend Test 
xx asymptotischer Pearson Chi-square Test 



Er g e b n i s s e  4 . 5  TDTs  f ü r  zw e i  k o d i e r e n d e  SNPs  d e s  MCHR1  107 

4.4 Transmission-Disequilibrium-Tests (TDT) für die MCHR1 SNPs 

rs133072 und rs133073 

Für die Durchführung der TDTs wurden die SNPs rs133072 und rs133073 bei den Eltern von 

insgesamt 525 bereits genotypisierten adipösen Kindern und Jugendlichen genotypisiert. 

Initialer Test: Basierend auf der bestätigten positiven Assoziation wurden Transmission-

Disequilibrium-Tests (TDT, s. u. 3.8.3.2) für die SNPs rs133072 und rs133073 an 108 Trios 

(extrem adipöse Kinder und Jugendliche sowie deren Eltern) durchgeführt. Die hierfür ausge-

wählten Indexpatienten stammen aus der Stichprobe der 215 extrem adipösen Kinder und 

Jugendliche, die für die initiale Assoziationsstudie herangezogen wurde. Sie ergaben die 

bevorzugte Transmission des A-Allels von rs133072 (Transmissionsrate 64,5 %; zweiseitiger 

p-Wert = 0,0051) und des C-Allels von rs133073 (65,2 %; zweiseitiger p-Wert = 0,0035). 

Konfirmatorischer Test: Auch in einer konfirmatorischen Studiengruppe von 417 unabhängigen 

Trios (keiner der Indexpatienten hatte zu der initialen Assoziationsstudie beigetragen) wurde 

die bevorzugte Transmission der mit Adipositas assoziierten Allele A (rs133072; Trans-

missionsrate 57,1 %; einseitiger p-Wert = 0,0023) und C (rs133073 Transmissionsrate 56,7; 

einseitiger p-Wert = 0,0039) ermittelt. 

Der post hoc TDT, basierend auf insgesamt 525 adipösen Kindern und Jugendlichen und ihren 

1050 Eltern, erzielten zweiseitige p-Werte von < 0,0003. Die bevorzugte Transmission des mit 

Adipositas assoziierten A-Allels von rs133072 und C-Allels von rs133073 wurden bestätigt 

(s. Tab. 4-3). Die Transmissionsraten für das A-Allel bzw. das C-Allel in dieser post hoc Analyse 

betrugen 58,5 % bzw. 58,3 %. 

Geschlechtsspezifische TDTs ergaben eine höhere Transmission des A-Allels von SNP rs133072 

an männliche (Transmissionsrate 62,2 %) als an weibliche adipöse Indexpatienten (Transmis-

sionsrate 56,0 %). Der Unterschied der Transmissionsraten bei Mädchen und Jungen ist 

jedoch nicht signifikant (deskriptiver p-Wert = 0,17). 
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Tab. 4-3: Initiale, konfirmatorische und post hoc Transmission-Disequilibrium-Tests (TDT) 
für die SNPs rs133072 und rs133073 in verschiedenen Studiengruppen 

  initialer TDT konfirmatorischer TDT 

  108 Trios* 417 unabhängige Trios 

SNP trans trans/ Trans- zweiseitiger trans/ Trans- einseitiger 
 Allel§ nicht-trans rate [%] p-Wert nicht-trans rate [%] p-Wert 

rs133072 G/A A 60/33 64,5 0,0051 230/173 57,1 0,0023 
rs133073 T/C C 60/32 65,2 0,0035 225/172 56,7 0,0039 
  Post hoc TDT 

  525 Trios** 

SNPs trans trans/ Trans- zweiseitiger 
 Allel§ nicht-trans rate [%] p-Wert 
rs133072 G/A A 290/206 58,5 0,00016 
rs133073 T/C C 285/204 58,3 0,00025 
  Post hoc TDT 

  525 Trios 

  Jungen Mädchen 

SNP trans trans/ Trans- zweiseitiger trans/ Trans- zweiseitiger 
 Allel nicht-trans rate [%] p-Wert nicht-trans rate [%] p-Wert 
rs133072 G/A A 122/74 62,2 0,00061 168/132 56,0 0,038 
§  häufiger transmittierte Allele 
** Trios basieren auf einer Untergruppe der initial gescreenten 215 extrem adipösen Kinder und  
  Jugendlichen sowie deren beiden Eltern 
** Trios basieren auf einer Untergruppe der insgesamt 620 adipösen Kinder und Jugendlichen sowie  
  deren beiden Eltern 

4.5 Expressions-Analysen des MCHR1 

Um mehr über die funktionelle Relevanz des (bevorzugt transmittierten) A-Allels des SNP 

rs133072 zu erfahren, wurde die Expression des MCHR1 Transkriptes untersucht (Koopera-

tionspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut für 

Molekulare Biotechnologie, Jena). In der Datenbank dbEST sind 33 ESTs aufgeführt, die 

30 cDNA Klone repräsentieren, die Mehrheit von ihnen stammt entweder aus dem Gehirn 

oder den Keimbahn-Zellen (jeweils 12). Mittels EST Assemblierung wurde in 19 cDNA 

Klonen das 3’ Ende der vorher bekannten mRNA AB063174 um 885 bp verlängert. Sie reprä-

sentieren auch die 3’ UTR, welche zwei kanonische Poly(A) Signale (P. 103455-103460 und 

103465-103470 in Z86090) enthält. Zwei cDNA Klone enthalten eine kürzere 3’ UTR von 

518 bp; das entsprechende Poly(A) Signal befindet sich an der Position 103101-103106 in 

Z86090. Vier cDNA Klone weisen ein um 208 bp verlängertes 5’ Ende der mRNA AB063174 

auf. Elf ESTs sind gespleißt und bestätigen die Exon/Intron Struktur des MCHR1. 
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Interessanterweise indiziert die EST Assemblierung keinen alternativen Transkriptionsstart 

innerhalb des Exons 1. Diese wären zu erwarten, da im Exon 1 drei putative Kodons für einen 

Translationsstart Met1, Met6 and Met70 vorkommen. Über RT-PCR und Re-Sequenzierung der 

ausgewählten ESTs, konnte eine mRNA identifiziert werden, die ein erstes Exon von 502 bp 

und ein zweites Exon von 1.867 bp enthält (AF490537, eigener Datenbankeintrag). Die von 

der Kooperationsgruppe Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, 

Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena) ermittelten Expressionsorte dieser mRNA waren 

Gehirn, Leber, Lunge, Ovarien, Prostata, Fettgewebe, Blut und Testis. 

4.6 Identifizierung weiterer SNPs und Haplotypen sowie Durchführung  

von Haplotyp-basierenden TDTs 

4.6.1 Sequenzierung 

Mit dem Ziel, weitere SNPs identifizieren zu können, wurden die transkribierte Region des 

MCHR1, entsprechend AF490537, sowie 9.807 bp der 5’ Region und das Intron von 1.214 bp 

re-sequenziert (Kooperationspartner Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genom-

analyse, Institut für Molekulare Biotechnologie, Jena). Die Sequenzierung erfolgte an neun 

adipösen Kindern und Jugendlichen, die homozygot für das A-Allel am SNP rs133072 sind 

und die mindestens ein A-Allel von einem heterozygoten Elternteil erhalten haben, sowie an 

zehn adipösen Kindern und Jugendlichen, die homozygot für das G-Allel sind. Diese Auswahl 

basierte auf der Hypothese, dass diese zwei auf den Genotypen basierenden Gruppen sich an 

funktionell relevanten SNPs am meisten unterscheiden sollten.  

Abb. 4-43:  MCHR1 und die bei der Re-Sequenzierung von 13.379 bp einschließlich des 
MCHR1 von 19 Individuen detektierten SNPs. * neu identifizierte SNPs; eingerahmter 
SNP führt zu einem putativen nicht-konservativen AS-Austausch; alle nicht markierten 
SNPs sind in der Datenbank dbSNP aufgeführt. 
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20 SNPs wurden identifiziert (s. Abb. 4-43), 12 von ihnen waren zuvor bekannt (SNPs: 

rs86708, rs133062, rs2032512, rs133063, rs133064, rs133068, rs133069, rs133070, rs133072, 

rs133073, rs133074, rs3087592). Die acht neu detektierten SNPs wurden bei der ‘Human 

Genome Variation’ Datenbank eingereicht (001745613, 001745614, 001745615, 001745616, 

001745617, 001745618, 001745619, 001745620). 

Alle neun Patienten, die homozygot für das häufiger transmittierte Allel A von rs133072 

waren, waren auch homozygot für 15 der 20 SNPs (s. Tab. 4-4); die 10 an rs133072 für G 

homozygoten adipösen Individuen waren homozygot für 17 SNPs mit Ausnahme von 

001745613, 001745616 and 001745620 (s. Tab. 4-4). Dies weist auf das Vorhandensein von 

zwei ancestralen Haplotypen hin, die sich in der re-sequenzierten Region von 13.378 bp 

wenigstens an 13 Stellen unterscheiden. 

4.6.2 Transmission-Disequilibrium Tests für einzelne SNPs 

Für 16 identifizierte benachbarte SNPs (einschließlich der SNPs rs133072 and rs133073) 

wurden TDTs in einer Untergruppe (n = 61, einschließlich der 19 re-sequenzierten Indivi-

duen) und/oder in der Gesamtzahl von 525 Trios durchgeführt (s. Tab. 4-5 und Abb. 4-43). 

Alle bis auf einen dieser SNPs ergaben Transmissionsraten über 60 %; sowohl SNP rs133072 

als auch rs133073 zeigten hohe Transmissionsraten von 67,3 % bzw. 69,1 %. Für zehn dieser 

SNPs, die in beiden sequenzierten Gruppen homozygot für eines der Allele sind (s. Tab. 4-4), 

konnte ein Transmissions-Ungleichgewicht (s. Tab. 4-5 fett; 0,0033 > p-Werte < 0,010) fest-

gestellt werden. Für diejenigen SNPs, die in einer der beiden sequenzierten Gruppen hetero-

zygote Träger der Allele vorwiesen (s. Tab. 4-4), konnten keine signifikanten Transmissions-

Ungleichgewichte ermittelt werden (s. Tab. 4-5; 0,047 > p-Werte < 0,317).  

Zusätzlich zu diesen 16 benachbarten SNPs wurden stichprobenartig je zwei SNPs in etwa 

20 kb und 40 kb 5’ bzw. 3’ des MCHR1 in 61 Trios genotypisiert und in TDTs analysiert. Für 

die beiden 5’ gelegenen SNPs rs133055 (–24.579 bp von Met1 entfernt; transmittiert/nicht-

transmittiert: 37/19, p = 0,0162) und rs133050 (–41.489 bp von Met1 entfernt; (transmittiert/ 

nicht-transmittiert: 37/22, p = 0,0508) konnte ein Transmissions-Ungleichgewicht festgestellt 

werden. Die TDTs für die beiden 3’ gelegenen SNPs rs133079 (11.646 bp von Met1 entfernt; 

transmittiert/nicht-transmittiert: 34/23, p = 0,1451) und rs133084 (20.509 bp von Met1 ent-

fernt; transmittiert/nicht-transmittiert: 35/26, p = 0,2492) ergaben keine Transmissions-

Ungleichgewichte.
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4.6.3 Haplotypen und Haplotyp-TDTs 

Basierend auf den elterlichen Genotypen wurden Haplotypfrequenzen für einen SNP in der 5’ 

Region des MCHR1 (rs133068), zwei SNPs in der kodierenden Sequenz (CDS, rs133072, 

rs133073) und einen SNP in der 3’ UTR (rs133074), die in 525 Trios genotypisiert wurden, 

bestimmt. Assoziationstests ergaben p-Werte von < 0,001 für alle Kombinationen von jeweils 

zwei SNPs und die Kombination von allen vier SNPs miteinander zeigte ein starkes 

Kopplungsungleichgewicht (LD = linkage disequilibrium; p < 0,0001) zwischen diesen 

Markern. Die erwarteten und beobachteten Frequenzen der jeweiligen Haplotypen sind in 

Tabelle 4-6 dargestellt.  

Ebenso wurden TDTs für Haplotypen durchgeführt, die aus zwei, drei oder vier der in 525 

Trios genotypisierten SNPs (rs133068, rs133072, rs133073 und rs133074) gebildet wurden. 

Der mit Adipositas assoziierte Haplotyp (rs133068/rs133072/rs133073/rs133074: G/A/C/T) 

wurde 186 mal transmittiert und 117 mal nicht transmittiert (Transmissionsrate 61,4 %; p-

Wert 0,000074; s. Tab. 4-5). Geschlechtsspezifische post hoc Analysen ergaben eine höhere 

(deskriptiver p-Wert = 0,051) Transmission an Jungen (67,7 %) als an Mädchen (56,6 %; s. 

Tab. 4-7). 

 

Tab. 4-6: Haplotypen aus 4 SNPs, die in 525 Trios (1050 Eltern) genotypisiert wurden 

rs133068-rs133072- erwartet (kein gemessen 
rs133073-rs133074 Kopplungsungleichgewicht)* (Kopplungsungleichgewicht)* 

1111# 2,10% 31,34% 
1112# 2,51% 2,84% 
1121# 3,63% 0,04% 
1122# 4,34% 0,06% 
1211# 3,90% 1,49% 
1212# 4,67% 0,00% 
1221# 6,76% 0,06% 
1222# 8,09% 0,18% 
2111# 3,73% 0,24% 
2112# 4,46% 0,10% 
2121# 6,45% 0,09% 
2122# 7,72% 0,25% 
2211# 6,94% 0,32% 
2212# 8,30% 0,29% 
2221# 12,01% 11,95% 
2222# 14,37% 50,75% 

* gemessen/erwartet; #rs133068 Allel 1 = G Allel 2 = C; rs133072 Allel 1 = A Allel 2 = G; rs133073 Allel 1 = C 
Allel 2 = T; rs133074 Allel 1 = T Allel 2 = C 
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Tab. 4-7: Geschlechtsspezifische Haplotyp-TDTs 

525 Trios 
Haplotypen, die aus zweia, dreib oder vierc SNPs gebildet wurden 

Männlich Weiblich 
rs133068 rs133072** rs133073* rs133074 rs133068 rs133072** rs133073* rs133074 

        
a104/53 66,2 % 0,000047#   a125/87  59,0 % 0,0091#   

        

 a105/55 65,6 %  0,000077   a125/87  59,0 %  0,0091  
        

  a84/48  63,6 %  0,0017   a104/75  58,1 %  0,030 
        
b105/53  66,5 %  0,000035  b123/87  58,6 %  0,013  

        

 b88/42  67,7 %  0,000055  b102/75  57,6 %  0,042 
        

c88/42  67,7 %  0,000055 c98/75  56,6 %  0,080 
* stummer SNP im Exon 1; ** SNP im Exon 1 führt zu AS-Austausch (Asp32Asn);  # Zahlen: 
transmittiert/nicht-transmittiert, Transmissionsrate (%), zweiseitiger p-Wert

4.7 Promoter-Vorhersage 

Die Promoter-Vorhersage wurde in Zusammenarbeit mit dem Kooperationspartner 

Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer (Abteilung für Genomanalyse, Institut für Molekulare Bio-

technologie, Jena) durchgeführt. Nur die Analyse mit dem Programm FirstEF ('"first exon 

finder", http://rulai.cshl.org/tools/FirstEF; s. u. 3.6) ergab eine sinnvolle Promoter-Vorher-

sage. Der Promoter ist im Anhang („Genomische Struktur des MCHR1 mit Sequenz-

varianten“) aufgeführt. 

4.8 Funktionelle in vitro Studien 

4.8.1 Inositolphosphat-Assay 

Nach der Bestätigung der Assoziation des A-Allels des SNP rs133072 mit Adipositas und der 

erhöhten Transmission dieses Allels von den Eltern an ihre Kinder wurden funktionelle in vitro 

Studien durchgeführt, die die funktionelle Relevanz dieses, im Exon 1 des MCHR1 gelegenen, 

SNPs untermauern sollten. Das Assay zur Messung der Inositolphosphat (IP)-Produktion 

wurde durch die Kooperationspartner Dr. C. Hess/Prof. T. Gudermann (Institut für Pharma-

kologie und Toxikologie der Philipps-Universität Marburg, Marburg) durchgeführt. MCHR1 

bindet an die Phospholipase C über die Gq/11–Proteine und wahrscheinlich auch über die Gi/0-

Proteine und hemmt somit die IP-Produktion (Hawes et al. 2000; Pissios et al. 2003). Bei 

funktioneller Expression in COS-7 Zellen, reagierte Asn32-MCHR1 auf steigende MCH-

Konzentrationen mit einer Erhöhung der Inositolphosphat (IP)-Produktion bei niedrigeren 
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Konzentrationen des Agonisten und damit bei stark reduziertem EC50 Wert (10,3 ± 9,0 nM) 

verglichen mit Asp32-MCHR1 (EC50: 183,9 nM ± 33,2; s. Tab. 4-8), während die basale Aktivi-

tät für beide Rezeptorvarianten identisch war. Die maximale Agonist-induzierte IP-Produktion 

von Asn32-MCHR1 (2,3-facher Anstieg der basalen IP-Produktion) und Asp32-MCHR1     

(3,2-facher Anstieg der basalen IP-Produktion) waren vergleichbar. Diese Ergebnisse charak-

terisieren Asn32-MCHR1 als eine Rezeptorvariante mit erhöhter Sensitivität gegenüber dem 

Agonisten. 

Tab. 4-8: Funktionelle Charakterisierung des SNP rs133072 im Exon 1 des MCHR1 

Transfiziertes Konstrukt Inositolphosphat-Assay 
 basale IP-Spiegel Erhöhung des IP-

Spiegels 
EC50 

 (-fach über dem 
Basalwert des 

Wildtyps) 

(-fach über dem 
Basalwert des 

Wildtyps) 

(nM) 

Asp32-MCHR1 G-Allel (Wildtyp) 1,0 3,2 ± 0,4 183,9 ± 33,2 
Asn32-MCHR1 A-Allel 0,9 ± 0,3 2,3 ± 0,2 10,3 ± 9,0 
 

4.8.2 cAMP-Assay 

In einem zweiten Ansatz wurde die Fähigkeit von MCHR1, die β2-Adreno-Rezeptor-

stimulierte cAMP Produktion in HEK293 Zellen zu hemmen, untersucht (Kooperations-

partner: Dr. C. Hess/Prof. T. Gudermann (Institut für Pharmakologie und Toxikologie der 

Philipps-Universität Marburg, Marburg). Asn32-MCHR1 und Asp32-MCHR1 wurden jeweils 

mit dem humanen β2-Adreno-Rezeptor (β2AR) transient koexprimiert und die cAMP Bildung 

wurde über den β2AR mittels Inkubation der Zellen mit 10 µM Isoproterenol stimuliert. Unter 

diesen Bedingungen wurde nach Zugabe von 1 µM MCH die cAMP Produktion von Asn32-

MCHR1 um 31.2 ± 5.2 % und von Asp32-MCHR1 um 31.2 ± 9.9 % gehemmt. Dieser Effekt 

ist Pertussistoxin-sensitiv, was eine Beteiligung von Gi/o-Proteinen indiziert (Hawes et al. 

2000). MCH verursacht eine stärker ausgeprägte Hemmung der Adenylylzyklase über Asn32-

MCHR1 (IC50: 6 nM) im Vergleich zu Asp32-MCHR1 (IC50: 140 nM). Als eine positive 

Kontrolle wurde der β2AR mit dem Gi-gekoppelten M2 muscarinischen Rezeptor anstelle von 

MCHR1 koexprimiert. In diesem Fall wurde die Isoproterenol-stimulierte cAMP Produktion 

um 51.6 ± 4.2% nach Zugabe von 100 µM Carbachol unterdrückt (Abb. 4-44). 
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Abb. 4-44: Funktionelle Analyse der MCHR1 Varianten Asn32-MCHR1 und Asp32-MCHR1. Um 
die funktionellen Auswirkungen jeweils der Asn32- und Asp32-Varianten des MCHR1 
feststellen zu können, wurden die entsprechenden Varianten transient exprimiert und 
funktionell analysiert. Der humane β2-adrenerge Rezeptor (β2AR) wurde transient in 
HEK 293 Zellen mit Asn32-MCHR1, Asp32-MCHR1 oder dem M2 muscarinischen 
Rezeptor (M2R) koexprimiert. Die Zellen wurden mit Isoproterenol (I, 10 µM), MCH 
(1 µM), Carbachol (CCh, 100 µM) oder Kombinationen davon, wie in der Abbildung 
gekennzeichnet, stimuliert. Die Hemmung der cAMP-Anreicherung ist als Prozent von der 
Isoproterenol-stimulierten cAMP Produktion angegeben. Alle Daten zeigen repräsentative 
Mittelwerte +/- SEM von 3 unabhängigen Experimenten, jedes wurde dreifach 
durchgeführt. 

4.8.3 Oberflächen ELISA-Assay 

Die MCHR1 Protein Expression in der Zellmembran wurde mittels einem Zelloberflächen 

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) bestimmt durch die Kooperationspartner: 

Dr. C. Hess/Prof. T. Gudermann (Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Philipps-

Universität Marburg, Marburg). Als positive Kontrolle wurden COS-7 Zellen transient mit 

dem V2 Vasopressin-Rezeptor (V2R) transfiziert. Asn32-MCHR1 und Asp32-MCHR1 wurden an 

der Zelloberfläche in vergleichbarer Dichte mit 19.0 ± 0.6 % und 20.5 ± 6.6 % des V2R (auf 

100 % gesetzt) exprimiert. Diese Resultate implizieren, dass die unterschiedlichen funktio-

nellen Eigenschaften der zwei MCHR1 Varianten nicht auf eine unterschiedliche 

Rezeptordichte an der Zelloberfläche zurückgeführt werden können. 

4.8.4 Promoterstudie - Luziferase-Reportergen-Assay 

Die Promoterstudien wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. C. Platzer (Institut für Anatomie 

II, Jena) durchgeführt. Um einen möglichen Einfluss der beiden ancestralen Haplotypen auf 

die Regulation der MCHR1 Expression zu untersuchen, erfolgte ein Luziferase Reportergen 

Assay. Dabei wurden zwei genomische Fragmente, die 1.181 kp stromaufwärts des Start-
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kodons Met1 umfassen, verglichen: entweder (a) der Haplotyp, der mit Adipositas assoziiert ist 

(rs133068/rs133069/rs133070: G/A/G) oder (b) der Haplotyp, der nicht mit Adipositas 

assoziiert ist (C/C/A). Sowohl die basale als auch die durch cAMP induzierte Luziferase-

Expression, die durch die regulatorische Region des „Adipositas“ Haplotyps induziert wurde, 

wurde im Vergleich zum zweiten Haplotyp um einen Faktor von 1,9 ± 0,6 und 1,8 ± 0,7 

(p < 0,028 und p < 0,037) signifikant erhöht (s. Abb. 4-45). 

Abb. 4-45: Promoter Luziferase-Reportergen-Assay. Basale und cAMP-induzierte Aktivitäten von 
Promoterfragmenten des MCHR1, die den Adipositas assoziierten (schwarze Säulen) und 
den nicht mit Adipositas assoziierten (graue Säulen) Haplotyp repräsentieren. AU: arbitrary 
units der Luziferase Aktivität.  

4.9 Schätzung des individuellen und epidemiologischen Risikos 

Die Berechnungen erfolgten durch den Kooperationspartner Prof. H. Schäfer (Institut für 

Medizinische Biometrie und Epidemiologie, Philipps-Universität Marburg, Marburg). 

Aufgrund der Hinweise auf die funktionelle Relevanz des SNP rs133072 (s. u. 4.3-4.7) wurde 

das genotypische relative Risiko, Adipositas (definiert als BMI ≥ 90. Perzentile) zu entwickeln, 

berechnet. Diese Berechnungen basierten auf der Frequenz des A-Allels in den genotypi-

sierten 525 Trios. Das genotypische relative Risiko für den SNP rs133072 ist mit 1,51 

(95 % CI 1,20 % – 1,90 %) bzw. 1,95 (95 % CI 1,34 % – 2,84 %) für heterozygote bzw. 

homozygote Träger des A-Allels als gering einzuschätzen. Basierend auf der ermittelten 

Frequenz des A-Allels in der Allgemeinbevölkerung von 31,0 % ist das attributable Risiko mit 

23,7 % (95 % CI 13,1 % – 34,3 %) im Gegensatz zum genotypischen relativen Risiko als hoch 

einzustufen. Dies impliziert, dass in unserem Studienkollektiv die Adipositas zu etwa 24 % auf 

die Heterozygosität oder Homozygosität des A-Allels des SNP rs133072 zurückzuführen ist. 

Für die SNPs, die im starken Kopplungsungleichgewicht mit diesem SNP liegen, ist ein 

ähnliches Risiko zu erwarten. 
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4.10 Phänotyp-orientierte post hoc Tests 

Die Berechnungen für die Phänotyp orientierten post hoc Tests erfolgten durch die Koopera-

tionspartner: PhD stud. F. Geller/Prof. H. Schäfer (Institut für Medizinische Biometrie und 

Epidemiologie, Philipps-Universität Marburg, Marburg). 

4.10.1 Physische Aktivität 

Aufgrund der beschriebenen Hyperaktivität bei den dünnen Mchr1-/- Mäusen (Chen et al. 2002; 

Marsh et al. 2002) wurde die post hoc Hypothese aufgestellt, dass der GG Genotyp des SNP 

rs133072, welcher nicht mit Adipositas assoziiert ist, mit einer erhöhten Bewegungsaktivität 

assoziiert ist. Mittels Fragebögen wurden die Mütter von 399 adipösen Kindern und Jugend-

lichen (Untergruppe der Studiengruppe 1, s. Tab. 2-1) gebeten, retrospektiv die körperliche 

Aktivität ihrer Kinder in unterschiedlichen Altersabschnitten einzustufen. Es konnte ein 

Trend zu erhöhten Aktivitätsraten bei denjenigen Kindern und Jugendlichen gefunden 

werden, die an der Position des SNP rs133072 den Genotyp GG hatten, wobei dies nur bei 

den männlichen Probanden ersichtlich war (s. Tab. 4-9). 

Tab. 4-9: Bewegungsaktivität der adipösen Kinder und Jugendlichen mit den verschiedenen 
Genotypen am SNP rs133072 

Alter (Jahre) Gesamt Jungen Mädchen 

 AA AG GG AA AG GG AA AG GG 

≤ 1 (n = 399) 5,3 % 6,7 % 8,8 % 3,85 % 10,0 % 12,7 % 6,9 % 4,6 % 6,3 % 
1-6 (n = 399) 8,8 % 12,3 % 15,0 % 11,5 % 14,8 % 25,4 %** 6,5 % 10,5 % 7,1 % 
7-10 (n = 399) 10,7 % 11,0 % 14,5 % 7,7 % 11,4 % 16,1 % 13,3 % 10,7 % 13,3 % 
11-14 (n = 327) 12,5 % 10,5 % 11,0 % 8,3 % 12,7 % 15,8 % 16,7 % 9,0 % 7,1 % 
≥ 15 (n = 105) 0 % 4,2 % 8,9 %* 0 % 0 % 15,8 %** 0 % 6,1 % 3,9 % 

Einseitige nominale p-Werte  < 0,1* and < 0,05**; die Prozentzahlen sind für die entsprechenden Genotypen 
angegeben 

4.10.2 Prozentualer Körperfettgehalt 

Aufgrund der verminderten Fettmasse sowohl bei den Pmch-/- und Mchr-/- Mäusen (Shimada et. 

al. 1998; Chen et al. 2002; Marsh et al. 2002) wurden zusätzliche post hoc Analysen zum 

prozentualen Körperfett-Anteil von 491 weiblichen und männlichen adipösen Kindern und 

Jugendlichen (Untergruppe der Studiengruppe 1; s. Tab. 2-1) durchgeführt. Dabei konnten 

keine genotypabhängigen Unterschiede für den SNP rs133072 festgestellt werden, da die 

mittleren Körperfettgehalte der adipösen Kinder und Jugendlichen mit dem Genotyp AA 

(n = 72; 36,02 %), dem Genotyp AG (n = 241; 37,07 %) und dem Genotyp GG (n = 178; 
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36,84 %) vergleichbar waren. Während bei der geschlechtsgetrennten Berechnung der 

mittleren Körperfettgehalte auch bei den männlichen adipösen Kindern und Jugendlichen 

keine genotypabhängigen Unterschiede erkennbar waren (AA: n = 54; 27,13 %; AG: n = 190; 

26,0 %; GG: n = 159; 25,09 %), wurde bei den weiblichen adipösen Kindern und Jugend-

lichen mit dem Genotyp AA ein etwas höherer Körperfettgehalt (n = 55; 36,7 %) als bei 

denjenigen mit dem Genotyp GG (n = 184; 34,1 %; p-Wert 0,07) festgestellt. 

4.10.3 Prozentualer Fettanteil an der Gesamt-Energieaufnahme 

In einer weiteren post hoc Analyse wurde der Anteil des Fettes an der Gesamtenergieaufnahme 

in Abhängigkeit von dem Genotyp am SNP rs133072 untersucht. Die adipösen Kinder und 

Jugendlichen (insgesamt n = 140) mit dem Genotyp GG an der Position des SNP rs133072 

hatten einen höheren prozentualen Fettanteil an der Gesamt-Energieaufnahme (n = 61; 40 %) 

im Vergleich zu denjenigen mit dem Genotyp AA (n = 14; 34,7 %, p = 0,030). Dieser Effekt 

war überwiegend auf einen stärkeren Effekt bei den weiblichen Probanden zurückzuführen 

(Genotyp AA: n = 10, 32,9 % versus Genotyp GG: n =°34, 39,4 %). 

 

4.11 Assoziations- und Transmission-Disequilibrium-Tests in unabhän-

gigen deutschen und ausländischen Studiengruppen 

Um die Assoziation und das Transmissions-Ungleichgewicht zu bestätigen, wurden 

zusätzliche deutsche und nicht-deutsche Studiengruppen genotypisiert. Es wurde die 

Hypothese verfolgt, dass das A-Allel des SNP rs133072 bzw. das C-Allel des SNP rs133073 

mit Adipositas assoziiert sind. 

1) Der SNP rs133072 wurde bei 196 deutschen adipösen Kindern sowie 99 deutschen normal-

gewichtigen Säuglingen aus Berlin (Studiengruppe 5) über PCR-RFLP (s. u. Anhang Genotypi-

sierungsprotokolle) genotypisiert. Der Vergleich der beiden Gruppen ergab, dass sowohl die 

Allel- (einseitiger p-Wert 0,085) als auch die Genotypfrequenzen (einseitiger p-Wert 0,075) in 

die selbe Richtung tendieren, wie die adipösen Probanden und nicht-adipösen Kontroll-

Personen der „Marburger“ Studiengruppen 1-4 (s. Tab. 4-2 und 4-10). 
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Tab. 4-10: Genotyp- und Allelfrequenzen des SNP rs133072 in der Berliner Studiengruppe* 

Assoziation rs 133072 (G/A) 

 Genotypfrequenzen# Allelfrequenzen 

 GG GA AA G-Allel A-Allel 

adipöse Kinder** 79 95 22 253 139 
(n = 196) (40,3 %) (48,5 %) (11,2 %) (64,5 %) (35,5 %) 

normalgewichtige Säuglinge*** 46 47 6 139 59 
 (n = 99) (46,5 %) (47,5 %) (6,0 %) (70,2 %) (29,8 %) 

einseitiger p-Wert 0,076x 0,085xx 
Männliche adipöse Kinder 34 48 16 116 80 
(n = 98) (34,7 %) (49, %) (16,3 %) (59,2 %) (40,8 %) 

Männliche normalgewichtige  16 23 3 55 29 
Säuglinge (n = 42) (38,1%) (54,8%) (7,1%) (65,5%) (34,5%) 

einseitiger p-Wert 0,154xxx 0,161xx 
weibliche adipöse Kinder 45 47 6 137 59 
(n = 98) (45,9 %) (48,0 %) (6,1 %) (69,9 %) (30,1 %) 

weibliche normalgewichtige 30 24 3 84 30 
Säuglinge (n = 57) (52,6 %) (42,1 %) (5,3 %) (73,7 %) (26,3 %) 

einseitiger p-Wert 0,270xxx 0,239xx 
* Studiengruppe 5; # Genotypfrequenzen liegen im Hardy-Weinberg Gleichgewicht; ** umfasst 196 (98 
weibliche) nicht verwandte deutsche adipöse Kinder (BMI ≥ 90. Perzentile) *** umfasst 99 (57 weibliche) nicht 
verwandte normalgewichtige Säuglinge mit angeborenem endokrinem Defektx asymptotischer Cochran-
Armitage-Trend Test xx asymptotischer Pearson Chi-square Test; xxx exakter Cochran-Armitage-Trend Test 

2) Die SNPs rs133072 und rs133073 wurden durch die Kooperationspartner Dr. T. Illig und 

Prof. Dr. H.-E. Wichmann (Institut für Epidemiologie des GSF-Nationalen Forschungszent-

rum für Umwelt und Gesundheit in Neuherberg) über eine MALDI-TOF MS Analyse 

(s. u. 3.4.3) bei 4.056 unabhängigen deutschen Erwachsenen genotypisiert, die repräsentativ 

für die Stadt und Umgebung von Augsburg sind (Studiengruppe 6, KORAS2000). Initial 

wurden die Allel- und Genotypfrequenzen des SNP rs133072 bzw. des SNP rs133073 

zwischen 393 bzw. 390 Individuen mit einem BMI > 90. Perzentile und 2.052 bzw. 2.047 

Personen mit einem BMI ≤ 50. Perzentile verglichen. Das A-Allel des SNP rs133072 sowie 

das C-Allel des SNP rs133073 waren entsprechend der Hypothese in der Studiengruppe mit 

einem BMI > 90. Perzentile häufiger als in der Studiengruppe mit einem BMI ≤ 50. Perzentile. 

Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (einseitige p-Werte für den SNP rs133072 

0,26 und für den SNP rs133073 0,28; s. Tab. 4-11). 
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Es wurden zusätzlich post hoc Tests durchgeführt, die auf der Gruppierung nach Alter, 

Geschlecht bzw. BMI-Perzentilen beruhten (s. Tab. 4-11 und 4-12): Bei den Probanden unter 

40 Jahren stellte sich bei einem Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen zwischen 124 

Probanden mit einem BMI > 90. Perzentile und 633 Probanden mit einem BMI ≤ 50. 

Perzentile ein Trend zu einer Assoziation des A-Allels (SNP rs133072) bzw. des C-Allels (SNP 

rs133073) mit Adipositas dar (einseitige p-Werte ≤ 0,12 bei rs133072 bzw. ≤ 0,063 bei 

rs133073; s. Tab. 4-11). Hierbei waren die Unterschiede der Allel- und Genotypfrequenzen bei 

den weiblichen Individuen stärker ausgeprägt (einseitige p-Werte ≤ 0,063 bei rs133072      

bzw. ≤ 0,074 bei rs133073; s. Tab. 4-11). Nach Unterteilung aller Probanden in Gruppen 

entsprechend der BMI-Perzentile zeigten das A-Allel des SNP rs133072 und das C-Allel des 

SNP rs133073 die niedrigsten Frequenzen in den mittleren BMI-Perzentilen (s. Tab. 4-12). 

3) Der SNP rs133072 wurde bei 231 adipösen Männern und 318 normalgewichtigen Männern 

aus Dänemark (Studiengruppe 7) genotypisiert (s. u. Anhang Genotypisierungsprotokolle). 

Der Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen zwischen diesen beiden Gruppen ergab, im 

Gegensatz zur Hypothese, eine höhere Frequenz des A-Allels bei den Kontroll-Personen 

(einseitiger p-Wert = 1; s. Tab. 4-13).  

Tab. 4-13: Genotyp- und Allelfrequenzen des SNP rs133072 in der dänischen Studiengruppe* 

Assoziation rs 133072 (G/A) 

 Genotyp Frequenzen# Allel Frequenzen 

 GG GA AA G-Allel A-Allel 

Dänische adipöse Individuen** 96 107 28 299 163 
(n = 231) (41,6 %) (46,3 %) (12,1 %) (64,7 %) (35,3 %) 
Dänische nicht-adipöse Individuen*** 123 149 46 395 241 
(n = 318) (38,7 %) (46,9 %) (14,5 %) (62,1 %) (37,9 %) 
einseitiger p-Wert 1x 1xx 

* Studiengruppe 7; # Genotyp Frequenzen liegen im Hardy-Weinberg Gleichgewicht; ** umfasst 231 Männer, die  
bereits im Jugendalter adipös waren (BMI ≥ 31 kg/m2); *** umfasst 318 männliche Kontroll-Personen (BMI < 31 
kg/m2), die bei der Musterung für den Wehrdienst im Alter von 18-26 Jahren (mittleres Alter 19,9 ± 1,9 Jahre) 
zwischen 1953 und 1977 in Dänemark ausgewählt wurden; x asymptotischer Cochran-Armitage-Trend Test; xx 
asymptotischer Pearson Chi-square Test 

4) Der SNP rs133072 wurde durch die Kooperationspartner PhD stud. D. Eberle/ 

Dr. K. Clément (Hotel Dieu, Laboratoire de Nutrition, Paris, Frankreich) bei 468 adipösen 

Erwachsenen und 322 Kontroll-Personen aus Frankreich (Studiengruppe 8) genotypisiert 

(s. u. Anhang Genotypisierungsprotokolle). Der Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen 

zeigte entsprechend der Hypothese eine leicht erhöhte Frequenz des A-Allels bei den adipösen 

Probanden (einseitiger p-Wert 0,37; s. Tab. 4-14), wobei dieser Effekt bei den Männern 

stärker ausgeprägt war (einseitiger p-Wert 0,19). 



Er g e b n i s s e  4 . 11  Unabh än g i g e  d e u t s c h e  u n d  a u s l ä n d i s c h e  S t u d i e n g r u p p e n  124 

Tab. 4-14: Genotyp- und Allelfrequenzen des SNP rs133072 in der französischen Studien-
gruppe* 

Assoziation rs 133072 (G/A) 

 Genotyp Frequenzen# Allel Frequenzen 

 GG GA AA G-Allel A-Allel 

Französische adipöse Individuen** 194 200 74 588 348 
(n = 468) (41,4 %) (42,8 %) (15,8 %) (62,8 %) (37,2 %) 

Französische nicht-adipöse Individuen*** 137 136 49 410 234 
(n = 322) (42,5 %) (42,3 %) (15,2 %) (63,7 %) (36,3 %) 
einseitiger p-Wert 0,372x 0,366xx 
Männliche adipöse Individuen 49 46 20 144 86 
(n = 115) (42,6 %) (40,0 %) (17,4 %) (62,6 %) (37,4 %) 

Männliche nicht-adipöse Individuen 72 63 21 207 105 
(n = 156) (46,1 %) (40,4 %) (13,5 %) (66,3 %) (33,7 %) 

einseitiger p-Wert 0,198x 0,184xx 
Weibliche adipöse Individuen 145 154 54 444 262 
(n = 353) (41,1 %) (43,6 %) (15,3 %) (62,9 %) (37,1 %) 

Weibliche nicht-adipöse Individuen 65 73 28 203 129 
(n = 166) (39,2 %) (44,0 %) (16,8 %) (61,1 %) (38,9 %) 

einseitiger p-Wert 1x 1xx 
* Studiengruppe 8; # Genotyp Frequenzen liegen im Hardy-Weinberg Gleichgewicht; ** umfasst 468 (353 Frauen) 
unabhängige adipöse Erwachsene (mittlerer BMI 47.8 ± 7.8 kg/m2; mittleres Alter 43.3 ± 12.2 Jahre); *** umfasst 
322 (166 Frauen) unabhängige nicht-adipöse Individuen (mittlere BMI 21.5 ± 1.8 kg/m2; mittleres Alter 
51.9 ± 10.8 Jahre); x asymptotischer Cochran-Armitage-Trend Test; xx asymptotischer Pearson Chi-square Test 

5) Der SNP rs133072 wurde in den USA durch die Kooperationspartner PhD stud. W.-D. Li/            

Prof. R. A. Price (Center for Neurobiology and Behavior, University of Pennsylvania, Phila-

delphia, USA) in 187 Trios (160 Trios mit europäisch-amerikanischer Herkunft und 27 Trios 

afrikanisch-amerikanischer Herkunft; Studiengruppe 9) genotypisiert (s. u. Anhang; Genotypi-

sierungsprotokolle). Der TDT, der auf diesen 187 amerikanischen adipösen Erwachsenen und 

seinen 374 Eltern beruht, war negativ: Das A-Allel des SNP rs133072 wurde seltener transmit-

tiert als das G-Allel (79 mal transmittiert : 84 mal nicht-transmittiert; einseitiger p-Wert = 1). 
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4.12 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Zahlreiche Studien verdeutlichten die Bedeutung des Melanin-konzentrierenden Hormon-

systems bei der Regulation der Energiehomöostase und des Körpergewichts. Es wurden bis zu 

13.379 kb des MCHR1-Locus von großen und unabhängigen Studiengruppen deutscher 

adipöser, über-, normal- und untergewichtiger Kinder bzw. junger Erwachsener mittels SSCP 

und genomischer Sequenzierung gescreent. In der CDS wurden dabei 11 seltene Varianten 

sowie die SNPs rs133072 und rs133073 identifiziert. In den 5’ und 3’ Regionen des MCHR1 

wurden 18 weitere SNPs detektiert, wovon 8 zuvor noch nicht bekannt waren. Sowohl für die 

kodierenden SNPs als auch für zahlreiche SNPs im 5’ Bereich des MCHR1 wurde eine 

Assoziation je eines ihrer Allele mit Adipositas und eine überzufällig häufigere Transmission 

dieser mit Adipositas assoziierten Allele gefunden. Damit wurden ein zu Adipositas prädispo-

nierender und ein präventiver Haplotyp identifiziert. Der zu Adipositas prädisponierende 

Haplotyp, der das mit Adipositas assoziierte A-Allel des SNP rs133072 enthält und mutmaß-

lich zu einer Missense-Mutation (D32N) am N-Terminus des 422 Aminosäuren-MCHR1 

führt, wurde überzufällig häufig transmittiert, wobei der Effekt bei den männlichen adipösen 

Kindern und Jugendlichen stärker ausgeprägt war. Funktionelle in vitro Studien ergaben 

zudem, dass diejenige Variante des 422 Aminosäuren-MCHR1, die das A-Allel des SNP 

rs133072 beinhaltet, eine höhere Affinität zu MCH aufwies. In vitro Promotertests ergaben, 

dass der prädisponierende Haplotyp zu einer erhöhten Expression des MCHR1 führt. 

Schätzungen zufolge ist die Adipositas in dem untersuchten „Marburger“ Studienkollektiv zu 

24 % auf die Heterozygosität oder Homozygosität des A-Allels des SNP rs133072 zurückzu-

führen. Die Versuche, die Assoziation bzw. das Transmissions-Ungleichgewicht auch in 

anderen Studiengruppen zu bestätigen, waren nicht erfolgreich. Lediglich in den beiden 

deutschen Studiengruppen konnte ein Trend zu einer Assoziation festgestellt werden. In den 

Studiengruppen aus Dänemark, Frankreich und Amerika fielen die Assoziations- bzw. 

Transmission-Disequilibrium-Tests negativ aus. 
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5 Diskussion 

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Relevanz des Rezeptors 1 des Melanin-konzentrierenden 

Hormons für die Regulation der Energiehomöostase und der Gewichtsregulation zu 

analysieren. Bei dem vorliegenden ersten bislang beschriebenen bekannten Mutationsscreen 

im MCHR1 wurde nach Mutationen bzw. Polymorphismen gesucht, die an der Entwicklung 

einer Adipositas beteiligt sein könnten. Für das Mutationsscreening wurden extrem adipöse 

Kinder und Jugendliche sowie untergewichtige Studenten herangezogen. Um Aussagen über 

die Relevanz von zwei in der CDS des MCHR1 detektierten SNPs zu erlangen, wurden Asso-

ziationsstudien in den für die Mutationssuche eingesetzten Kollektiven und zusätzlich in 

weiteren unabhängigen Studiengruppen aus über- und normalgewichtigen Studenten und 

weiteren adipösen Kindern und Jugendlichen durchgeführt. Zur Absicherung der Daten aus 

den Assoziationsanalysen wurden TDTs für die beiden kodierenden SNPs und weitere 18 

detektierte SNPs in adipösen Kindern und Jugendlichen und deren Eltern durchgeführt. Zur 

Aufklärung der funktionellen Relevanz des Missense-SNP rs133072 in der CDS bzw. des 

identifizierten Haplotyps des MCHR1 wurden durch Kooperationspartner funktionelle Assays 

durchgeführt. Für den Versuch einer weiteren unabhängigen Bestätigung der Assoziations- 

und TDT-Daten wurden weitere Studiengruppen aus Deutschland, Dänemark, Frankreich 

und den USA herangezogen. 

Im folgenden werden zuerst die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Daten 

hinsichtlich der Einschätzung ihrer Auswirkung auf die Regulation des Körpergewichts und 

damit auf die Ausprägung des adipösen Phänotyps diskutiert. Anschließend folgt eine 

Diskussion der Auswahl der Studienkollektive und der für die Mutationssuche und die 

Genotypisierung der SNPs verwendeten Methoden. 

5.1 Kandidatengen Rezeptor 1 des Melanin-konzentrierenden Hormons 

5.1.1 Struktur des MCHR1 

Mittels in silico EST-Analysen, RT-PCR und der Re-Sequenzierung ausgewählter ESTs wurde 

die MCHR1 Struktur mit einem ersten Exon von 502 bp und einem zweiten Exon von 

1867 bp definiert (AF490537, s. u. 4.5). Die CDS stimmt mit derjenigen überein, die bereits 

von Shimomura et al. (1999) beschrieben worden war und einem 422 Aminosäuren-MCHR1 

entspricht (s. Abb. 4-1). Dieses Rezeptorprotein enthält Methionin-Kodons an der Position 1 

(Met1) und an den Positionen 6 (Met6) und 70 (Met70). Im Gegensatz dazu umfassen die Mchr1 
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Transkripte von Maus und Ratte eine CDS, die einem Protein von 353 AS entsprechen. Der 

Translationsstart erfolgt bei diesen Spezies an einem Startkodon, das dem humanen Met70 

entspricht (s. Abb. 4-1). In silico Analysen der genomischen Sequenz von Maus und Ratte 5’ 

von der entsprechenden MCHR1 CDS ergaben, dass der offene Leserahmen bei diesen 

Spezies nicht bis zu den Startkodons Met1 bzw. Met6 erweitert werden kann. Zwischen den 

Aminosäuren, die den humanen Kodons Met1 und Met6 entsprechen und dem Met70 liegen 

bei Nagern Stopkodons. Da diese Stopkodons beim Menschen nicht vorkommen, liegt die 

Existenz eines 417 Aminosäuren- und/oder 422 Aminosäuren-MCHR1 (bezüglich Met6 bzw. 

Met1) beim Menschen nahe.  

In der Regel beginnt die Translation mit dem ersten Startkodon (ATG), das „in frame“ mit 

einer entsprechenden Signal-Sequenz (GCCPuCCATGG) liegt (Übersicht Kozak 1996). 

Entscheidend in dieser Signal-Sequenz sind das G nach dem ATG und die Purinbase, vor-

zugsweise ein A, die sich an dritter Position vor dem ATG befindet (Übersicht Kozak 1996). 

Die Sequenzen um die Startkodons Met1, Met6 und Met70 des humanen MCHR1 Transkripts 

entsprechen jedoch nicht dieser optimalen Sequenz für einen Translationsstart (s. Abb. 5-1). 

1-60 nt gtctaggtga tgtcagtggg agccatgaag aagggagtgg ggagggcagt tgggcttgga 
1-17 AS          M1   S  V  G   A  M6

  K   K   G   V  G    R  A   V    G   L   G    

        t(T25M)   t(D28V)     g(D32N; rs133072) 
61-120  ggcggcagcg gctgccaggc tacggaggaa gacccccttc ccaactgcgg ggcttgcgct 
18-37    G  G   S   G    C   Q   A    T   E   E    D  P  L  P   N  C  G   A  C  A 

121-180 ccgggacaag gtggcaggcg ctggaggctg ccgcagcctg cgtgggtgga ggggagctca 
38-57   P  G  Q  G   G  R  R   W  R  L   P  Q  P  A   W  V  E   G  S  S 

181-240 gctcggttgt gggagcaggc gaccggcact ggctggatgg acctggaagc ctcgctgctg 
58-77   A  R  L  W   E  Q  A   T  G  T   G  W  M70

  D   L  E  A   S  L  L    

                        t(rs133073) 
241-298 cccactggtc ccaacgccag caacacctct gatggccccg ataacctcac ttcggcag 
78-97   P  T  G  P   N  A  S   N  T  S   D  G  P  D   N  L  T   S  A  G 

Abb. 5-1: Exon 1 des MCHR1 mit Darstellung des jeweiligen Kontextes der drei potentiellen 
Startkodons (Met1, Met6 und Met70). Um entscheiden zu können, mit welcher 
Wahrscheinlichkeit Met1, Met6 oder Met70 des humanen MCHR1 als Startkodon verwendet 
wird, werden die flankierenden Sequenzen der ATGs beurteilt. Das 3. Nukleotid vor dem 
ATG Startkodon (Position –3, fett) sollte ein Purin (bevorzugt A) sein und unmittelbar 
nach dem ATG Startkodon (Position +4, fett) sollte ein G stehen (Übersicht Kozak 1996; 
Kozak 1997). Dargestellt sind sowohl die Nukleotide (nt) als auch die Aminosäuren (AS). 
Kursiv: Basenaustausche der seltenen Varianten und der SNPs im Exon 1 des MCHR1. 

Bei nahezu allen bislang beschriebenen mRNAs liegt das ATG Startkodon in einem starken 

Kontext RNNATGG (R ist ein Purin) oder mindestens in einem ausreichenden Kontext 

RNNATGY oder YNNATGG (Y ist ein Pyrimidin; Übersicht Kozak 1996). Demnach sind 

sowohl Met1 (RNNATGY) als auch Met70 (YNNATGG) ausreichende Startkodons. Wenn 
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jedoch weder das R-3 noch das G+4 zum Kontext des ATG gehören, spricht man von einem 

schwachen Startkodon (Übersicht Kozak 1996). Da die Kontexte der Startkodons an den 

Positionen 1 und 70 bezüglich ihrer „Stärke“ offensichtlich vergleichbar sind, ist eine Aussage 

darüber, welches der beiden Startkodons tatsächlich die Translation des MCHR1 initiiert, nicht 

möglich. Andererseits existiert kein offensichtliches Motiv in der Sequenz, das eine Erklärung 

dafür geben könnte, warum die Translation nicht am Met1 initiiert werden sollte. Ebenso kann 

ein sogenanntes Kontext-abhängiges „leaky scanning“ (Kozak 1997; Übersicht Kozak 1999) 

für MCHR1 nicht ausgeschlossen werden. In diesem Fall würden einige ribosomale Unterein-

heiten (40S) das erste Startkodon überspringen und stattdessen am nächsten ATG initiieren, 

was zur Folge hätte, dass zwei Proteine gebildet würden (Kozak 1997). Es muss festgehalten 

werden, dass die Struktur des MCHR1 Proteins durch den Nukleotid-Austausch des SNP 

rs133072 nur beeinflusst wird, wenn es ab Met1 oder Met6 translatiert wird. Sollten die 

entsprechenden Proteine (422 Aminosäuren- bzw. 417 Aminosäuren-MCHR1) nicht 

existieren, würde sich der SNP rs133072 in der 5´ UTR der Met70 Variante befinden. Damit 

würde sich dieser SNP als potentiell funktionell relevant für die Regulation der Expression 

erweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Nomenklatur der Sequenz-Varianten von 

einem 422 Aminosäuren-MCHR1 ausgegangen, also einem Translationsstart an Met1. 

Bei einem extrem adipösen Jugendlichen konnte die seltene Variante T25M detektiert werden, 

die zu einer Einführung eines starken Startkodons (RNNATGG) führt. Dieses Startkodon 

könnte für die Initiierung der Translation in Kraft treten, für den Fall, dass durch das 

sogenannte „leaky scanning“ das Met1 übersprungen werden würde. Damit könnte neben dem 

422 Aminosäuren-Protein auch ein 398 Aminosäuren-Protein entstehen. Aussagen über eine 

eventuell entstehende Änderung der Funktionsfähigkeit dieses 398 AS-Proteins aufgrund einer 

Verkürzung des N-terminalen extrazellulären Endes des MCHR1 können jedoch nicht 

getroffen werden.  

Es sind weitere Studien erforderlich, um Aufschluss darüber zu erhalten, welche Transkripte 

beim Menschen tatsächlich existieren. 

5.1.2 Seltene Varianten 

Bei dem Mutationsscreening wurden 11 seltene Varianten (s. Tab. 4-1) identifiziert, wovon die 

meisten zu einem nicht-konservativen AS-Austausch führten. Diese Varianten wurden 

funktionell noch nicht charakterisiert, so dass ihre Rolle bei der Regulation des Körper-

gewichts noch unklar ist. Die Variante D28V war die einzige Variante, die sowohl bei unter-

gewichtigen als auch bei adipösen Individuen gefunden wurde. Alle anderen Varianten kamen 
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entweder bei adipösen Kindern und Jugendlichen oder bei untergewichtigen Kontroll-

Personen vor, weshalb ihre Bedeutung bei der Entwicklung von Adipositas nicht 

ausgeschlossen werden kann. Vier der sechs detektierten Missense-Varianten betreffen 

Aminosäuren, die zwischen Menschen, Mäusen und Ratten konserviert sind (T305M, R317Q, 

P377S, T411M; s. u. 4.2.1.1). Die Wahrscheinlichkeit einer Beteiligung an der Ausprägung des 

Phänotyps ist für diese vier Missense-Varianten größer als für diejenigen Missense-Varianten, 

die sich an nicht-konservierten AS-Positionen befinden. Die Variante T305M verdient in 

diesem Zusammenhang besondere Beachtung. Diese Missense-Variante wurde bei einem 

adipösen Mädchen (BMI 43,3 kg/m2, ≥99. BMI-Perzentile; 13,1 Jahre), seiner Schwester 

(BMI 25,1 kg/m2, 99. BMI-Perzentile; 10,7 Jahre) und ihrem Vater (BMI 36,1 kg/m2, 

≥99. BMI-Perzentile) detektiert. Alle drei Träger der Variante T305M sind extrem adipös (99. 

bzw. oberhalb der 99. Gewichtsperzentile). Zusätzlich tragen diese drei Personen im MC4R 

sowohl die Stop-Mutation Y35X als auch die Missense-Mutation D37V, mit der die Stop-

Mutation einen Haplotyp bildet (Hinney et al. 2003). Die Stop-Mutation führt zu einer loss-of-

function des MC4R, die aufgrund des fehlenden anorexigenen Signals des α-MSH zu einer 

erhöhten Nahrungsaufnahme und demzufolge zu einem erhöhten Körpergewicht führen 

könnte. Diese MC4R-Stop-Mutation könnte die extreme Adipositas der Träger der MCHR1-

Missense-Variante T305M erklären. Eine funktionelle Untersuchung der MCHR1-Variante 

T305M mittels IP- und/oder cAMP-Assay kann einen Aufschluss über dessen funktionelle 

Relevanz geben. 

Die Aminosäure Asp123 (bezüglich Met70) des MCHR1 in der dritten Transmembrandomäne 

des G-Protein-gekoppelten Rezeptors, an die mutmaßlich Arg11 des MCH bindet (Macdonald 

et al. 2000; Audinot et al. 2001a; Hill et al. 2001; s. Abb. 5-2) wird durch keine der detektierten 

seltenen Varianten oder SNPs verändert. Eine Beeinträchtigung der Bindungsaffinität des 

Liganden MCH an den MCHR1 durch eine der seltenen Varianten oder durch den SNP 

rs133072 wird aus diesem Grund nicht angenommen. 
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Abb. 5-2: Molekulares Modell des MCH/MCHR1-Komplexes nach Macdonald et al. (2000). 
Das MCH-Peptid ist als blaues Rückgrat mit grünen Seitenketten dargestellt (S = gelb, 
N = dunkelblau, O = rot). Der Ligand MCH ist an die aus den helikalen Transmembran-
domänen gebildete Tasche des MCHR1 (schwarz) angekoppelt. Die in der Studie von 
Macdonald et al. (2000) eingefügten Punktmutationen (rot markierte AS entlang des 
MCHR1) säumen die vermutete Bindungsstelle Asp123 des MCHR1. 

5.1.3 SNPs rs133072 und rs133073 im Exon 1 des MCHR1 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Assoziation eines MCHR1 Haplotyps zu 

Adipositas bei adipösen deutschen Kindern und Jugendlichen und Kontroll-Personen 

festgestellt. Die Identifikation dieses Haplotyps basierte auf einer initial in 215 Fällen und 230 

Kontroll-Personen identifizierten Assoziation des A-Allels des SNP rs133072 und des C-Allels 

von rs133073 mit Adipositas. Da Assoziationsuntersuchungen häufig falsch positive 

Ergebnisse ergeben (s. u. 1.3.2.3 und 3.8.2), wurden die SNPs rs133072 und rs133073 in 

Studiengruppen genotypisiert, die unabhängig von denen für den initialen Assoziationstest 

verwendeten Probanden sind. Damit konnte die Assoziation mit Adipositas in weiteren 405 

Fällen und 99 Kontroll-Personen bestätigt werden. Die post hoc Analyse zeigte die signifikante 

Assoziation der Allele A (rs133072) und C (rs133073) mit Adipositas (s. Tab. 4-2). Um die 

positive Assoziation weiter zu untermauern, wurden die SNPs rs133072 und rs133073 

zusätzlich in a) 108 und b) 417 Eltern von 525 bereits genotypisierten adipösen Kindern und 

Jugendlichen genotypisiert und a) ein initialer, b) ein konfirmatorischer sowie ein post hoc TDT 

mit allen 525 Trios durchgeführt. In allen 3 Stufen der TDTs wurde eine überzufällig 
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häufigere Transmission der mit Adipositas assoziierten Allele A (rs133072) und C (rs133073) 

detektiert. Die Transmissionsraten in dem post hoc TDT waren für den SNP rs133072 58,5 % 

(p = 0,00016) und für rs133073 58,3 % (p = 0,00025; s. Tab. 4-3). Es muss angemerkt 

werden, dass die TDT-Ergebnisse auf bis zu 525 Trios beruhten, die aus adipösen Index-

patienten der für die Assoziationsanalysen verwendeten Studiengruppe 1 (620 adipösen Index-

patienten; s. Tab. 2-1) und deren Eltern bestanden. Damit war die Bestätigung der Assoziation 

durch die TDTs nicht unabhängig.  

5.1.4 Identifizierung von weiteren SNPs und zwei Haplotypen 

Um sicher zu gehen, dass kein SNP in unmittelbarer Nähe des MCHR1 übersehen wurde, der 

zu einer höheren Transmissionsrate führen könnte, wurde MCHR1 einschließlich der 5’- und 

3’-UTRs, des Introns und von 9,8 kb der 5’ Region des Gens re-sequenziert (Kooperations-

partner: Dr. K. Reichwald/Dr. M. Platzer; Abteilung für Genomanalyse, Institut für Moleku-

lare Biotechnologie, Jena). Diese Sequenzierung erfolgte in neun adipösen Probanden, die 

homozygot für das A-Allel des SNP rs133072 waren, mindestens eines von beiden Allelen von 

einem heterozygoten Elternteil ererbt hatten und damit zu dem positiven initialen TDT in 108 

Trios beigetragen hatten. Die Hypothese bestand darin, dass diese Probanden maximal mit 

relevanten Varianten angereichert sein sollten, da das mit Adipositas assoziierte A-Allel auch 

überzufällig häufiger transmittiert wurde. Die Sequenzierung erfolgte zusätzlich in zehn 

adipösen Probanden, die homozygot für das G-Allel des SNP rs133072 waren und mindestens 

eins von beiden Allelen von einem heterozygoten Elternteil erhalten hatten. Auf diese Weise 

wurden zwei ancestrale Haplotypen identifiziert, die mindestens 13,4 kb umfassten und die im 

re-sequenzierten Bereich auf mutmaßlich 13 SNPs beruhen (SNPs, die in beiden re-sequen-

zierten Gruppen zugleich homozygot für eines der Allele sind, s. Tab. 4-4; s. Abb. 5-3). Jeder 

dieser ancestralen Haplotypen beinhaltet zusätzlich mutmaßlich 7 SNPs (in jeweils einer der 

re-sequenzierten Gruppen kommen heterozygote Träger der betreffenden SNPs vor, 

s. Tab. 4-4).  

11 der mutmaßlich zu den Haplotypen gehörenden SNPs sowie 5 der vermutlich nicht zu den 

Haplotypen gehörenden SNPs wurden in 61 Trios genotypisiert (s. Abb. 5-3). Die TDTs 

ergaben für 10 der zum Haplotyp gehörenden SNPs Transmissionsraten, die vergleichbar mit 

denen der dazugehörigen SNPs rs133072 und rs133073 sind (0,0033 ≥ p-Werte ≤ 0,010; 

s. Tab. 4-5; s. Abb. 5-3). Eine Ausnahme bildet der SNP rs133074, der in beiden re-sequen-

zierten Gruppen homozygot für die Allele C bzw. T ist und dementsprechend zu den 

Haplotypen gehören müsste (s. Tab. 4-4). Es besteht aber kein signifikantes Transmissions-

Ungleichgewicht für das häufiger transmittierte T-Allel des SNP rs133074 (s. Tab. 4-5), 
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weshalb davon ausgegangen werden muss, dass dieser SNP nicht vollständig mit den anderen 

SNPs im Linkage Disequilibrium liegt, also nicht zu den Haplotypen gehört (s. Abb. 5-3). Für 

die 5 nicht zu den Haplotypen gehörenden SNPs ergaben die TDTs niedrigere Transmissions-

raten als für die SNPs rs133072 and rs133073 und keine Transmissions-Ungleichgewichte 

(0,047 ≥ p-Werte ≤ 0,317; s. Tab. 4-5; s. Abb. 5-3). Es kann geschlussfolgert werden, dass 

diejenigen SNPs, für die ein Transmissions-Ungleichgewicht festgestellt wurde, zu den Haplo-

typen gehören und diejenigen, die kein häufiger transmittiertes Allel aufweisen, zu einem 

späteren Zeitpunkt auf den ancestralen Haplotypen entstanden sind. An 525 Trios wurden 

TDTs für Haplotypen durchgeführt, die aus zwei, drei oder vier SNPs gebildet wurden. Es 

zeigten sich, wie bei den TDTs für einzelne SNPs, Transmissions-Ungleichgewichte   

(s. Tab. 4-5). Die Transmissionsraten der einzelnen Haplotypen überstiegen nur leicht 

diejenigen der einzelnen SNPs. Aufgrund der geringfügig unterschiedlichen Transmissions-

raten und des mehrfachen Testens kann keine eindeutige statistische Aussage gemacht werden, 

ob ein einzelner SNP oder der gesamte mit Adipositas assoziierte Haplotyp den Assoziations- 

bzw. Transmissions-Ungleichgewichts-Befunden zugrunde liegen. Aus diesem Grund wird 

eine funktionelle Relevanz des mit Adipositas assoziierten Haplotyps, der das A-Allel des SNP 

rs133072 und das C-Allel des SNP rs133073 umfasst, oder eines der zu dem Haplotyp 

gehörenden SNPs angenommen. 

Abb. 5-3: MCHR1-Locus und die Einteilung der SNPs entsprechend ihrer Zugehörigkeit zu 
den Haplotypen. 12 rot markierte SNPs bilden zwei ancestrale Haplotypen, weil sie in 
beiden re-sequenzierten Probandengruppen homozygot für eines der entsprechenden Allele 
sind (s. Tab. 4-4) und 10 davon (kursiv) Transmissions-Ungleichgewichte aufweisen. 7 blau 
markierte SNPs gehören nicht zu den Haplotypen, da in jeweils einer der re-sequenzierten 
Gruppen heterozygote Träger der betreffenden SNPs vorkommen (s. Tab. 4-4) und 5 
davon (kursiv) keine Transmissions-Ungleichgewichte aufweisen. schwarz markierter SNP: 
in beiden re-sequenzierten Probandengruppen kommen nur homozygote Träger der Allele 
T und C vor, aber es besteht kein Transmissions-Ungleichgewicht für eines der Allele. *: 
neu identifiziert; nicht markiert: in der Datenbank dbSNP; eingerahmter SNP: SNP, der 
putativ zu einem nicht-konservativen AS-Austausch führt; kursiv: in 61 Trios genotypisiert. 

Auf der von Dawson et al. (2002) erstellten LD-Karte mit Kopplungs-Ungleichgewichts-

Bereichen auf dem humanen Chromosom 22 ist MCHR1 zwei unterschiedlich langen 

Haplotypen zuzuordnen, die sich 5’ vom MCHR1 (SNP rs133055) aus über etwa 169 bzw. 
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321 kb stromaufwärts erstrecken. Dies deckt sich in hohem Maß mit den in dieser Arbeit 

erzielten Ergebnissen zu LD-Bereichen. Der SNP rs133073 war von den genotypisierten 

SNPs derjenige SNP, der am weitesten am 3’ Ende des Haplotyps gelegen ist. Die auf 61 Trios 

basierenden TDTs der 3’ von rs133073 gelegenen SNPs ergaben keine Transmissions-

Ungleichgewichte: a) SNP rs133074 (transmittiert/nicht-transmittiert: 27/18, p = 0,1797; 

s. Tab. 4-5), b) der stichprobenartig ausgewählte, 11.646 bp von Met1 entfernte, SNP rs133079 

(transmittiert/nicht-transmittiert: 34/23, p = 0,1451) sowie c) der stichprobenartig ausge-

wählte, 20.509 bp von Met1 entfernte, SNP rs133084 (transmittiert/nicht-transmittiert: 35/26, 

p = 0,2492). Damit besteht nach dem SNP rs133073 in 3’ Richtung mutmaßlich keine 

Kopplung mehr und es ist anzunehmen, dass die zwei ancestralen Haplotypen des MCHR1 an 

ihrem 3’ Ende zwischen dem SNP rs133073 und dem nächsten derzeit bekannten SNP 

rs133074 abbrechen (s. Abb. 5-3 und Tab. 4-5). Im Gegensatz dazu ist mit dem SNP rs133062 

am 5’ Ende des MCHR1 mit 4,6 kb noch kein Abbruch des Haplotyps zu erkennen  

(s. Abb. 5-3 und Tab. 4-5). Auch eine Genotypisierung des stichprobenartig ausgewählten,     

–24.579 bp von Met1 entfernten, SNP rs133055 (transmittiert/nicht-transmittiert: 37/19, 

p = 0,0162) sowie des, stichprobenartig ausgewählten, –41.489 bp von Met1 entfernten, SNP 

rs133050 (transmittiert/nicht-transmittiert: 37/22, p = 0,0508) in 61 Trios bestätigte ein 

bestehendes Transmissions-Ungleichgewicht. Die zwei ancestralen Haplotypen zeigen somit 

mit etwa 42 kb 5’ des MCHR1 noch keinen Abbruch (s. Abb. 5-4). 

Abb. 5-4: MCHR1 Haplotypen und benachbarte Gene. Dargestellt ist MCHR1 mit einer 5’ 
Region von 375 kb und einer 3’ Region von 100 kb mit den benachbarten Genen ADSL, 
MKL und SLC25A17. Dem MCHR1 ist der SNP rs133073 zugeordnet und 24,5 kb bzw. 
41,5 kb 5’ von MCHR1 sind die SNPs rs133055 bzw. rs133051 gelegen, bis zu denen die in 
dieser Arbeit detektierten zwei ancestralen Haplotypen bestätigt wurden und ihr Abbruch 
noch nicht erkennbar war. Zwei Haplotypen, die sich von dem SNP rs133055 bis zu dem 
SNP rs139062 (~169 kb) bzw. bis zu dem SNP rs470113 (~321 kb) erstrecken (Dawson et 
al. 2002), können theoretisch mit den ancestralen MCHR1 Haplotypen übereinstimmen. 

CHR22_A_72 (~169 kb)

CHR22_A_71 (~321 kb)

255075100125150175200225250275300325350375

kb

0

rs
13

30
73

MCHR1

rs
13

30
55

rs
13

30
50

2 ancestraleMCHR1
Haplotypen (>41,7 kb)

ADSL MKL SLC25A17

-25 -50 -75 -100

rs
13

90
62

rs
47

01
13

CHR22_A_72 (~169 kb)

CHR22_A_71 (~321 kb)

255075100125150175200225250275300325350375

kb

0

rs
13

30
73

MCHR1

rs
13

30
55

rs
13

30
50

2 ancestraleMCHR1
Haplotypen (>41,7 kb)

ADSL MKL SLC25A17

-25 -50 -75 -100

rs
13

90
62

rs
47

01
13



Di sku s s i o n  5 . 2  An  Ad i p o s i t a s  b e t e i l i g t e r  MCHR1  SNP  un d  Hap l o t y p  134 

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein oder mehrere SNPs, die außerhalb der re-

sequenzierten Region von etwa 13,4 kb gelegen sind, zu den positiven Assoziations- und 

TDT-Befunden beigetragen haben und damit funktionell relevant sein könnten. Außer dem 

MCHR1 war kein weiteres Kandidatengen für Adipositas in dieser Region zu identifizieren. 

Die Gene megakaryoblastic leukemia 1 (MKL1, OMIM * 606078), das für eine SAP DNA-

Bindungs-Domäne kodiert und adenylosuccinate lyase (ADSL, OMIM *103050), das für ein in die 

Purin-Biosynthese eingebundenes Enzym kodiert, befinden sich etwa 269 kb bzw. 333 kb 

proximal zu MCHR1. Das Gen für das peroxisomale Membranprotein SLC25A17       

(OMIM * 606795) ist etwa 87 kb distal von MCHR1 lokalisiert. Es existieren jedoch keine 

Hinweise darauf, dass diese Gene in die Regulation des Energiestoffwechsels und des 

Körpergewichts involviert sind. 

5.1.5 Funktionelle Implikationen des SNP rs133072 und des mit Adipositas 

assoziierten Haplotyps 

Die positiven Assoziations- und TDT-Ergebnisse wurden durch die Ergebnisse von 

funktionellen in silico und in vitro Analysen bezüglich der identifizierten genomischen Varianten 

untermauert: (a) Für den Fall der Verwendung von Met1 und/oder Met6 als Translationsstart 

beim Menschen, wäre der SNP rs133072 des MCHR1 der einzige Missense-SNP auf dem 

überzufällig häufig transmittierten Haplotyp; (b) in vitro führt der nicht-konservative Austausch 

von Asp32 zu Asn32 (SNP rs133072) zu einer erhöhten Sensitivität des MCHR1 gegenüber 

dem Agonisten MCH, während beide Rezeptorvarianten mit ähnlicher Dichte an der 

Zelloberfläche exprimiert werden. Die Agonist-unabhängigen Basal-Aktivitäten waren für 

beide Rezeptorkonstrukte vergleichbar (s. Tab. 4-8). (c) In den Promoter Studien wurden 

genomische Fragmente verglichen, die die ersten im 5’ Bereich des Translationsstarts (Met1) 

des MCHR1 gelegenen 1.181 bp umfassen und entweder den mit Adipositas assoziierten 

Haplotyp (rs133068/rs133069/rs133070:G/A/G) oder den nicht mit Adipositas assoziierten 

Haplotyp (rs133068/rs133069/rs133070: C/C/A) darstellen. Diese Studien unterstützen eine 

Hochregulierung des MCHR1 durch den mit Adipositas assoziierten Haplotyp, da sowohl die 

basale als auch die cAMP-induzierte Luziferase Expression durch die regulatorische Region 

des mit Adipositas assoziierten Haplotyps etwa zweifach erhöht war (Abb. 4-45). 

Aufgrund der funktionellen Studien zum SNP rs133072 kann davon ausgegangen werden, 

dass die Asn32-Variante des MCHR1 die Sensitivität gegenüber dem Agonisten MCH in vitro 

beträchtlich erhöht und somit mutmaßlich auch das MCH Signal in vivo erhöht. MCHR1 ist an 

die Phospholipase C über die Gq/11-Proteine und vermutlich auch über die Gi/0-Proteine 

gekoppelt (Hawes et al. 2000; Pissios et al. 2003), um verschiedene intrazelluläre Signalwege zu 
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aktivieren. Jedoch sind die Signalwege, die direkt in das durch das MCH regulierte Nahrungs-

aufnahmeverhalten involviert sind, noch nicht ausreichend untersucht worden (Hawes et al. 

2000).  

Ebenso ist noch ungeklärt, welcher Mechanismus der Sensitivitätserhöhung gegenüber MCH-

Liganden zugrunde liegt. Als eine Möglichkeit könnte die Entstehung einer potentiellen 

Glycosylierungsstelle durch den SNP rs133072 angesehen werden. Im extrazellulären amino-

terminalen Teil des MCHR1 befinden sich drei Glycosylierungsstellen (Asn13, Asn16 und 

Asn23; bezüglich Met70), die glycosyliert werden, wobei sich die Glykosylierung des Asn23 

(bezüglich Met70) als bedeutend für die Expression des MCHR1 an der Zell-Oberfläche, die 

Ligandenbindung als auch die Signal-Weitergabe herausstellte (Saito et al. 2003). Die 

Glycosylierung ist ein gemeinsames posttranslationales Merkmal bei G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (Saito et al. 2003). Der Austausch des G-Allels des SNP rs133072 durch das mit 

Adipositas assoziierte A-Allel führt zu einem Aminosäureaustausch von Aspartat zu Asparagin 

am Kodon 32 des MCHR1. Eine Funktionsänderung des MCHR1 aufgrund einer Glykosy-

lierung des durch den SNP rs133072 eingeführten Asn32 ist jedoch eher unwahrscheinlich, da 

nicht die für die Glykosylierung erforderliche Konsensus-Sequenz Asn-X-Ser/Thr (wobei X 

für eine beliebige Aminosäure ausgenommen Prolin steht; Strachan und Read 1999) sondern 

Asn32-Cys33-Gly34 vorliegt.  

Die Promoterstudien lassen in vitro ebenso auf ein verstärktes MCH-Signal durch die mit 

Adipositas assoziierten Haplotypen schließen. Dieser Haplotyp enthält in den ersten 1.198 bp 

des 5’ Bereiches des MCHR1 vermutlich eine regulatorische Einheit, die aktiver ist als die in 

dem protektiven Haplotyp. Die Gen- und SNP-Analysen unter Verwendung des Programms 

ELDorado (http://www.genomatix.de) sowie die Suche nach veränderten Transkriptions-

faktorbindungsstellen im 5’ Bereich des MCHR1 mithilfe des MatInspector Professional 

(http://www.genomatix.de) ergaben keine Hinweise auf die Entstehung einer Bindungsstelle 

für einen die Expression hochregulierenden Transkriptionsfaktor durch einen oder mehrere 

der detektierten SNPs im 5’ Bereich des MCHR1. Dieser Fall wäre eine Erklärung für die      

in vitro ermittelte Erhöhung der Expression des MCHR1 durch den mit Adipositas assoziierten 

Haplotyp. 

Infolge eines verstärkten Signals des orexigenen MCH ist ein erhöhtes Körpergewicht zu 

erwarten. Aus den Befunden der pharmakologischen und Promoterstudien kann geschlossen 

werden, dass der mit Adipositas assoziierte Haplotyp zu einer Hochregulierung des MCHR1   

in vitro führt und somit mutmaßlich zu einem verstärkten MCH-Signal in vivo führt.  
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5.1.6 Phänotyp-orientierte post hoc Tests 

Es wurden weitere post hoc Tests mit dem Ziel durchgeführt, Hypothesen bezüglich weiterer 

phänotypischer Auswirkungen der zwei detektierten Haplotypen zu erstellen. Diese Tests 

erfolgten für Phänotypen, die überwiegend bei den männlichen Mchr1-/- Mäusen beschrieben 

worden waren. Sie zeigten eine signifikante Verminderung des Körpergewichts und Körper-

fettgehalts, eine Resistenz gegenüber einer Diät-induzierten Adipositas und eine erhöhte 

physische Aktivität (Chen et al. 2002). Bei dem Vergleich von Jungen und Mädchen (Studien-

gruppen 1 und 5) wurden bei den Jungen geringfügig stärkere Assoziationen und Transmis-

sions-Ungleichgewichte (p = 0,17) einzelner SNPs und des mit Adipositas assoziierten 

Haplotyps (p = 0,051) auf einer deskriptiven Basis detektiert. Basierend auf den Genotypen 

des SNP rs133072 wurden auch geschlechtsspezifische Analysen für die körperliche Aktivität 

(s. Tab. 4-9), das prozentuale Körperfett und für die Aufnahme von Fett mit der Nahrung in 

Untergruppen der Studiengruppe 1 durchgeführt. Die Analysen der genotypabhängigen Bewe-

gungsaktivitäten von 399 adipösen Kindern und Jugendlichen, deuten darauf hin, dass bei den 

adipösen Jungen der nicht mit Adipositas assoziierte GG-Genotyp, der ein reduziertes MCH-

Signal impliziert, mit erhöhter körperlicher Aktivität assoziiert sein könnte. Ebenso könnten 

bei den Mädchen sowohl der Körperfettanteil als auch die prozentuale Energieaufnahme aus 

Fett von dem Genotyp des SNP rs133072 abhängen. Diese Ergebnisse sind bis zu ihrer Bestä-

tigung als vorläufig anzusehen, denn es erfolgte keine Korrektur der einseitigen p-Werte für 

multiples Testen. Zudem ist die retrospektive Einstufung der körperlichen Aktivität der 

Kinder in verschiedenen Altersstufen nicht unabhängig. So hat z. B. ein Kind, das im 

Vergleich zu Gleichaltrigen im Alter von 6 bis 10 Jahren aktiver war, eine höhere Chance, 

auch im Alter von 11 bis 14 aktiver zu sein. 



Di sku s s i o n  5 . 2  An  Ad i p o s i t a s  b e t e i l i g t e r  MCHR1  SNP  un d  Hap l o t y p  137 

5.1.7 Assoziations- und Transmission-Disequilibrium-Tests in unabhängigen 

deutschen und ausländischen Studiengruppen 

Neben der Feststellung einer zugrunde liegenden funktionellen Auswirkung ist es unbedingt 

notwendig, eine positive Assoziation in unabhängigen Studiengruppen zu bestätigen 

(Übersicht Campbell und Rudan 2002; Übersicht Hirschhorn und Altshuler 2002). Aufgrund 

der großen Studiengruppe von 620 adipösen Kindern und Jugendlichen (Studiengruppe 1) und 

der Verfügbarkeit von sowohl untergewichtigen als auch von normalgewichtigen Kontroll-

Personen war es möglich, die initial identifizierte Assoziation der SNPs rs133072 und 

rs133073 mit Adipositas unabhängig zu bestätigen. Um die Assoziation erneut bestätigen zu 

können, wurde hauptsächlich der SNP rs133072 in zusätzlichen Studiengruppen genotypisiert, 

die sowohl Kinder als auch Erwachsene aus Deutschland, aber auch aus anderen Ländern, 

umfassen. Die Allel- und Genotypfrequenzen bei Kindern und Jugendlichen, die sich in der 

Berliner Charité vorgestellt hatten (Studiengruppe 5), waren vergleichbar mit denen, die bei 

den ursprünglichen Fällen und Kontroll-Personen detektiert worden waren. Auch die 

geschlechtsspezifischen Assoziationstests ergaben eine höhere Frequenz des A-Allels bei den 

Jungen (40,8 %) im Vergleich zu den Mädchen (30,1 %), d. h. sie bestätigten einen stärker 

ausgesprägten Effekt bei den männlichen adipösen Kindern im Vergleich zu den Mädchen. 

Jedoch konnten in der „Berliner“ Studiengruppe keine signifikanten Unterschiede zwischen 

Fällen (n = 196) und Kontroll-Personen (n = 99) ermittelt werden (alle unkorrigierten 

einseitigen p-Werte lagen zwischen 0,076 und 0,239), vermutlich aufgrund der geringen 

Anzahl der verfügbaren Probanden (s. Tab. 4-10). Um die beobachteten Allel-Unterschiede 

des SNP rs133072 (Frequenz des A-Allels bei Adipösen 39,1 % und bei Nicht-Adipösen 

32,4 %) mit 80 % Power zu detektieren, sind Fall-Kontroll-Studien mit je 370 Individuen pro 

Gruppe erforderlich. 

Ebenso erfolgte die Genotypisierung eines großen deutschen Studienkollektivs (n = 4.056; 

KORAS2000; Filipiak et al. 2001), das die Stadt und Region Augsburg repräsentiert. In dem 

Assoziationstest wurden die Allel- und Genotypfrequenzen der SNPs rs133072 und rs133073 

zwischen 393 Individuen mit einem BMI > 90. Perzentile und 2.052 Personen mit einem 

BMI ≤ 50. Perzentile verglichen. Der Test war negativ, aber er zeigte eine Tendenz für ein 

häufigeres Auftreten des A-Allels (rs133072) in der adipösen Studiengruppe (s. Tab. 4-11). In 

eine post hoc Analyse flossen nur diejenigen adipösen Individuen mit einem BMI >90. 

Perzentile ein, die jünger als 40 Jahre waren, weil die initialen positiven Befunde aus den 

Assoziationsanalysen und TDTs bei Kindern und Jugendlichen detektiert wurden. Hierbei 

konnte ein häufigeres Auftreten der mit Adipositas assoziierten Allele A des SNP rs133072 
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(einseitige p-Werte ≤ 0,12) und C des SNP rs133073 (einseitige p-Werte ≤ 0,063) bestätigt 

werden. Die nicht erreichten Signifikanzniveaus könnten auch hier Ausdruck der zu geringen 

Zahl der adipösen Personen sein. Dies weist darauf hin, dass der mit Adipositas assoziierte 

Haplotyp des MCHR1 in den ersten Lebensjahrzehnten für die Regulation des Körper-

gewichts relevant sein könnte. Tatsächlich wird basierend auf einer großen longitudinal unter-

suchten Zwillingsstichprobe angenommen, dass die genetischen Faktoren, die im Alter von 20 

Jahren relevant sind, nur zu 30 % mit denen überlappen, die im Alter von 40 Jahren von 

Bedeutung sind. Zwischen 40 und 60 Jahren sind weitgehend die gleichen Gene relevant 

(Fabsitz et al. 1992). Im Gegensatz zu den geschlechtsspezifischen Assoziationsbefunden in 

dem Marburger Studienkollektiv deuten die Daten der KORA-Studiengruppe darauf hin, dass 

der Effekt der prädisponierenden Allele bei den erwachsenen Frauen unter 40 Jahren stärker 

war. 

Zusätzlich wurde der SNP rs133072 in Studiengruppen genotypisiert, die Erwachsene aus 

Frankreich, Dänemark und Nordamerika umfassten, um die initialen positiven Assoziations- 

und TDT-Ergebnisse bezüglich des A-Allels des SNP rs133072 bestätigen zu können. In der 

französischen Studiengruppe (Studiengruppe 8) war das A-Allel bei den adipösen Individuen 

nur geringfügig häufiger und die Assoziation war nicht signifikant (einseitiger p-Wert = 0,37). 

Im Gegensatz dazu war das A-Allel bei den adipösen Probanden der dänischen Studiengruppe 

(Studiengruppe 7) seltener (einseitiger p-Wert = 1). Diese Studiengruppe umfasste Wehr-

dienstpflichtige, die in dem Zeitraum von 1953 bis 1977 rekrutiert worden sind (Sonne-Holm 

et al. 1989; Echwald et al. 2001). Der BMI-Grenzwert für Adipositas (BMI ≥ 31) und Normal-

gewicht (BMI < 31) wurde bei der Musterung definiert. Im Alter von 14 Jahren betrug der 

mittlere BMI der dänischen adipösen Studiengruppe 26,05 kg/m² (Sørensen und Sonne-Holm 

1988), was indiziert, dass das Ausmaß der Adipositas in diesem Alter nicht wirklich 

vergleichbar ist mit dem der Indexpatienten der Studiengruppe 1, die die initialen Hinweise für 

Assoziation und Transmissions-Ungleichgewicht lieferten; deren mittlerer BMI in dem 

mittleren Alter von 14 Jahren war 33,4 ± 6,6 kg/m2. Sowohl das Geschmacks-Spektrum als 

auch die Energiedichte der Nahrung haben sich seit 1977 grundlegend geändert. Zusätzlich 

bewegen sich die Kinder der heutigen Generation mit großer Wahrscheinlichkeit weniger. Es 

ist somit denkbar, dass sich die orexigene Wirkung des MCH über die Bindung an diejenige 

Rezeptorvariante, die den mit Adipositas assoziierten Haplotyp beinhaltet, verstärkt in einer 

veränderten Geschmackspräferenz hin zu fettreicheren Nahrungsmitteln und/oder in einer 

geringeren körperlichen Aktivität ausdrücken. Demzufolge könnte der Effekt des MCHR1 

Haplotyps oder eines der Allele erst in den vergangenen Jahren für die epidemiologische 

Ausbreitung der Adipositas relevant geworden sein. Der Transmission-Disequilibrium-Test 



Di sku s s i o n  5 . 2  An  Ad i p o s i t a s  b e t e i l i g t e r  MCHR1  SNP  un d  Hap l o t y p  139 

bei den amerikanischen Trios (n = 187 Trios) war negativ  (p = 1). Ursächlich hierfür könnte 

u. a., wie in der Berliner Studiengruppe, ebenso die zu geringe Anzahl der in den TDT 

eingeflossenen Proben sein. Um die beobachtete Transmissionsrate von 58,5 % (95 % CI: 

54,0 % - 62,8 %) mit 80 % Power zu finden, sind bei gegebener Allelfrequenz 206 

heterozygote Eltern (etwa 250 Trios) notwendig. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Versuch, die Assoziation in anderen Studien-

gruppen erneut zu bestätigen, nicht erfolgreich war. Jedoch wurde in der Berliner Studien-

gruppe ein starker Trend in derselben Richtung wie in der Marburger Studiengruppe 

festgestellt. Zusätzlich deuten die post hoc Tests in der KORAS2000 Studiengruppe darauf hin, 

dass die Assoziation hauptsächlich oder ausschließlich auf die Individuen zurückzuführen ist, 

die jünger als 40 Jahre sind. Während die französischen Daten einen Trend in die erwartete 

Richtung zeigten, konnte dieser Trend sowohl durch die dänischen als auch die amerika-

nischen Studiengruppen nicht bestätigt werden. 

Die Möglichkeit, dass die originalen und bestätigten Assoziationsbefunde falsch positiv waren, 

kann nicht ausgeschlossen werden. Bei einer sehr großen Anzahl von bisher untersuchten 

Kandidatengenen in der Klinischen Forschergruppe Marburg kann prinzipiell auch von einem 

Zufallsbefund ausgegangen werden. Ein Signifikanzniveau von 0,05 schließt eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5 % ein und damit die Möglichkeit einer falsch positiven Assoziation 

bei jedem 20. Test. 

Als Konsequenz sollten zusätzliche Studien folgen, um die Effekte der beiden SNPs in der 

CDS und der MCHR1 Haplotypen beurteilen zu können. Bei der Auswahl der Studien-

kollektive für zukünftige Studien sollte entsprechend der Powerkalkulation (Kooperations-

partner: PhD stud. F. Geller/Prof. H. Schäfer; Institut für Medizinische Biometrie und Epide-

miologie, Philipps-Universität Marburg, Marburg) auf einen ausreichend großen Stichproben-

Umfang geachtet werden: 370 Personen für eine Fall-Kontroll-Studie sowie 250 Trios für den 

TDT. Die angegebenen Zahlen sollten als untere Grenzen für den Umfang der Stichproben 

verstanden werden, da es bekannt ist, dass initiale Studien dazu tendieren, den wahren Effekt 

über zu bewerten. Im Hinblick auf die vorgestellten Ergebnisse sollte bei zukünftigen Studien 

zum MCHR1 besonderes Augenmerk auf den Einfluss des Alters und des Geschlechts gelegt 

werden. Aufgrund dessen, dass sowohl das A-Allel des SNP rs133072 als auch das C-Allel des 

SNP rs133073 nicht nur am häufigsten bei den adipösen Probanden (> 90. BMI-Perzentile), 

sondern auch bei den unter- und normalgewichtigen Individuen (< 40. BMI-Perzentile) bzw. 

am seltensten bei den normalgewichtigen Individuen zwischen der 50. und 60. BMI-Perzentile 

in der KORAS2000 Studiengruppe zu verzeichnen waren (s. Tab. 4-12), sollte in zukünftigen 
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Studien die BMI-Verteilung der Kontroll-Gruppe nicht unbeachtet bleiben. Weiterhin fordern 

sowohl die Mchr1 Knockout Daten als auch die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 

Ergebnisse eine zusätzliche Phänotypisierung der Körperzusammensetzung, der körperlichen 

Aktivität und des Fettanteils an der Gesamt-Energieaufnahme ein. 

5.2 Beteiligung des SNP rs133072 und des MCHR1 Haplotyps an der 

Entstehung der Adipositas 

Insbesondere die Mchr1-/--Mäuse (Chen et al. 2002; Marsh et al. 2002) verdeutlichten die 

bedeutende Rolle des MCHR1 bei der Vermittlung der Effekte des MCH auf die Energie-

homöostase und Nahrungsaufnahme und damit auf den Körperfettgehalt und das Körper-

gewicht. MCHR1 vermittelt die orexigenen Effekte des MCH, da ein über sechs Tage zentral 

verabreichtes MCH zu einer signifikant höheren Nahrungsaufnahme und einem signifikant 

höheren Körpergewicht bei den Wildtyp-Mäusen führte, jedoch zu keinem Effekt bei den 

Mchr1-/--Mäusen (Marsh et al. 2002). Aus diesem Grund waren bei einer Ausschaltung des 

MCHR1 ein vermindertes Körpergewicht, ein verminderter Körperfettgehalt und eine vermin-

derte Nahrungsaufnahme zu erwarten gewesen. Die Mchr1-/--Mäuse waren entsprechend der 

Erwartung durch einen verminderten Körperfettgehalt, ein vermindertes Körpergewicht, aber 

entgegen der Erwartung durch eine erhöhte Nahrungsaufnahme gekennzeichnet (Chen et al. 

2002). Die Ursache für diesen nicht erwarteten Befund könnte eine veränderte Nahrungs- und 

Geruchspräferenz der Mchr1-/--Mäuse sein, da bei der Fütterung einer Diät mit hohem 

Fettgehalt (40 %) die signifikante Hyperphagie der Mchr1-/--Mäuse unter Standarddiät 

aufgehoben wurde (Marsh et al. 2002). Es wäre demnach denkbar, dass das orexigene MCH 

bei der Bindung an den MCHR1 eine Präferenz zu fetthaltigeren und damit energiereicheren 

Nahrungsmitteln bewirken könnte. Andererseits kann vermutet werden, dass die unerwartete 

erhöhte Nahrungsaufnahme bei den Mchr1-/--Mäusen durch die erhöhte metabolische Rate 

verursacht wurde, die wiederum Folge der erhöhten körperlichen Aktivität der Mchr1-/--Mäuse 

sein könnte. Aber ebenso könnte die erhöhte metabolische Rate auch Folge dessen sein, dass 

MCH als orexigenes Neuropeptid über MCHR1 normalerweise die metabolische Rate 

herunter reguliert und bei Mchr1-/--Mäusen diese Hemmung nicht mehr gegeben ist. 

Andererseits war die Energieeffizienz (Körpergewichtszunahme pro Kilokalorie) bei den 

männlichen MCHR1 Knockout-Mäusen signifikant niedriger als bei den Wildtyp-Mäusen 

(Chen et al. 2002). Das wiederum bedeutet, dass das orexigene MCH über den MCHR1 zu 

einer verbesserten Energieverwertung führen könnte, also pro Kilokalorie aufgenommener 

Nahrung eine verstärkte Gewichtszunahme erzielt. 
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Die Mchr1-/--Mäuse waren signifikant aktiver im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen (Chen et al. 

2002). Dies lässt wiederum vermuten, dass das orexigene MCH über MCHR1 die 

Bewegungsfreudigkeit hemmen könnte, um möglicherweise Energie einzusparen. 

Zusammenfassend deuten die metabolischen und physiologischen Veränderungen der  

MCHR-/- Mäuse (Chen et al. 2002; Marsh et al. 2002) darauf hin, dass die orexigene Wirkung 

des MCH, die über MCHR1 vermittelt wird, folgendes bewirkt: a) eine veränderte 

Geschmackspräferenz zu fettreicheren Nahrungsmitteln, b) eine bessere Energieverwertung, 

c) eine Senkung des Energieverbrauchs durch u. a. d) eine Verminderung der körperlichen 

Aktivität. Diese Änderungen entsprechen Effekten des MCH, die einerseits eine erhöhte 

Energieaufnahme (a) und andererseits eine Energieeinsparung (b-d) bewirken, also alles 

Effekte, die von einem orexigenen Neuropeptid in einer „Hunger“-Phase zu erwarten sind. Es 

kann davon ausgegangen werden, dass MCH zusätzlich eine erhöhte Nahrungsaufnahme 

bewirkt, was, wenn auch nicht durch die Mchr1-/- Maus, aber durch zahlreiche Studien mittels 

i.c.v. Injektion des MCH bei Mäusen und Ratten gezeigt wurde (Qu et al. 1996; Rossi et al. 

1997; Sahu 1998; Ludwig et al. 1998, 2001; Rossi et al. 1999; Suply et al. 2001; Chaffer und 

Morris 2002; Della-Zuana et al. 2002; Gomori et al. 2003; Ito et al. 2003; Kela et al. 2003).  

In diesem Zusammenhang wäre es denkbar, dass es als Folge der genetischen Variabilität des 

MCHR1 bzw. seines 5’ Bereiches zu einer Verstärkung des MCH-Signals kommt, woraus 

wiederum eine Präferenz zu fettreicheren Nahrungsmitteln, eine verbesserte Energie-

verwertung aus der Nahrung, eine Senkung des Energieverbrauchs, eine Verminderung der 

körperlichen Aktivität bzw. eine erhöhte Nahrungsaufnahme resultieren. Zusammengenom-

men führen diese Effekte zu einer Ansammlung von Körperfett, also einer Ausbildung von 

Adipositas. 

Die Pmch-/- ob/ob-Doppel-Knockout-Maus (Segal-Lieberman et al. 2003), bei der die Adiposi-

tas der ob/ob-Maus aufgrund einer Erhöhung der metabolischen Rate und einer erhöhten 

physischen Aktivität abgeschwächt war, bestätigt ebenso wie die dünne Pmch-/--Maus (Shimada 

et al. 1998) mit einer erhöhten metabolischen Rate eine entscheidende Rolle des MCH bei der 

Regulation der Energiehomöostase in Form einer Senkung des Energieverbrauchs. 

Der erhöhten Präferenz zu fettreicheren Nahrungsmitteln steht entgegen, dass bei Angebot 

sowohl einer fett- als auch einer kohlenhydratreichen Diät bei Ratten eine i.c.v. Gabe von 

MCH die Aufnahme beider Diäten gleichermaßen stimuliert, die Auswahl der Nahrung also 

nicht beeinflusst (Clegg et al. 2003). Für eine geänderte Geschmackspräferenz aufgrund einer 

genetischen Variabilität des MCHR1 spricht die Expression der MCHR mRNA in den 

olfaktorischen Regionen des Hippocampus (Lembo et al. 1999; Saito et al. 1999, 2001; 
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Hervieu et al. 2000; Kokkotou et al. 2001; Übersicht Saper et al. 2002; Hervieu 2003). 

Die Expression des MCHR1 im Nukleus accumbens und die Verbindung von MCH-

Neuronen zum Nukleus accumbens (Übersicht Saper et al. 2002) deuten darauf hin, dass 

MCH ebenso an der Ausbildung des Appetits beteiligt sein könnte. MCH scheint somit auch 

eine Rolle bei der Erhöhung des hedonistischen Anteils der Nahrung zu spielen (Übersicht 

Saper et al. 2002). MCH könnte über den Nucleus accumbens die Entwicklung des Appetits 

fördern und somit zu einer verstärkten Nahrungsaufnahme über den eigentlichen Energie-

bedarf des Organismus hinaus und demzufolge zu einer Anreicherung von Körperfett führen. 

Die Theorie der Appetitverstärkung durch MCH über die Bindung an MCHR1 wird durch die 

Untersuchungsergebnisse zu dem MCHR1-Antagonisten SNAP-7941 unterstützt, der sowohl 

eine Hemmung des Appetits als auch der Aufnahme von schmackhafter Nahrung bewirkte 

(Borowsky et al. 2002). 

Die Befunde zu MCH und MCHR1 bei Mäusen und Ratten bezeugen eindrücklich die Beein-

flussung der Energiehomöostase und der Nahrungsaufnahme und damit des Körpergewichts 

durch MCH über die Bindung an den MCHR1. Beim Menschen ergab die Untersuchung des 

hoch plausiblen Kandidatengens MCHR1 eine Assoziation des A-Allels des Missense-SNP 

rs133072 mit Adipositas und dessen überzufällige Transmission, sowie einen mit Adipositas 

assoziierten Haplotyp, der ebenso überzufällig häufig transmittiert wurde. Funktionelle in vitro 

Studien ergaben eine gesteigerte MCH-Aktivität bei Vorhandensein der Asn32-Variante 

(basierend auf dem A-Allel des SNP rs1133072) und des mit Adipositas assoziierten 

Haplotyps. Obwohl detaillierte Informationen über die zugrundeliegenden Mechanismen nicht 

verfügbar sind, ist es vorstellbar, dass durch die erhöhte Sensitivität der Asn32-Variante dem 

Agonisten MCH gegenüber und auch durch die Hochregulierung der Expression des MCHR1 

die orexigenen Effekte des MCH über die Bindung an den MCHR1 verstärkt werden. Dies 

würde bedeuten, dass diejenigen Personen, die den mit Adipositas assoziierten Haplotyp und 

damit das A-Allel des SNP rs133072 tragen, schon frühzeitig „Hunger“-Gefühle bzw. Appetit 

empfinden könnten, wenn MCH bei einem nur leichten oder beginnendem Energiedefizit des 

Organismus erst in geringen Konzentrationen und mit einem geringen Schwellenwert über die 

Bindung an den MCHR1 ein frühes Signal ausübt. Mit der Förderung des Appetits werden 

auch die Nahrungsaufnahme sowie die Effekte des MCH zur Energieeinsparung (veränderte 

Geschmackspräferenz zu fettreicheren Nahrungsmitteln, bessere Energieverwertung, Senkung 

des Energieverbrauchs, Verminderung der körperlichen Aktivität) stimuliert. Diese Verstär-

kung des orexigenen MCH-Signals entspricht der eingangs gestellten Hypothese, dass bei den 

adipösen Probanden eine höhere Aktivität des MCHR1 zu erwarten ist. Der Befund der 

explorativen Analyse zur Hyperaktivität zeigt wie erwartet eine höhere Frequenz des nicht mit 
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Adipositas assoziierten G-Allels des SNP rs133072 bei den bewegungsfreudigeren Kindern 

und Jugendlichen. Die post hoc Analyse zum prozentualen Körperfett-Anteil zeigte einen 

höheren Körperfettgehalt nur bei den Mädchen, die homozygot für das mit Adipositas 

assoziierte A-Allel des SNP rs133072 sind, was ebenso der orexigenen Wirkung des MCH 

entspricht. Eine weitere post hoc Analyse ergab einen unerwartet hohen Anteil der Gesamt-

energieaufnahme aus Fett bei den adipösen Kindern und Jugendlichen, die homozygot für das 

nicht mit Adipositas assoziierte G-Allel sind. In diesem Zusammenhang muss jedoch noch 

einmal darauf hingewiesen werden, dass die phänotypisch orientierten post hoc Tests lediglich 

Hinweise auf eine eventuelle Beteiligung des Missense-SNP rs133072 des MCHR1 an der 

Ausprägung der beschriebenen Phänotypen geben und keine endgültigen Ergebnisse lieferten.  

Bislang konnte mittels Genom-Scans keine Kopplung für Adipositas auf Chromosom 22q13 

gefunden werden (s. u. 1.3.1). In dem Genom-Scan der Klinischen Forschergruppe Marburg 

(Saar et al. 2003), der mit 89 Familien, basierend auf adipösen Kindern und Jugendlichen und 

deren adipösen Geschwistern, durchgeführt wurde, konnte für den Marker D22S283, der etwa 

4,3 Mb proximal zu MCHR1 gelegen ist, (http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/22 

smap/smap.html) ein Maximum likelihood binominal lod score (MLB) von nur 0,2 ermittelt 

werden. Da das relative Risiko, das mit dem A-Allel des SNP rs133072 verbunden ist,  für 

heterozygote Träger nur 1,5 beträgt, wären mehrere tausend Geschwisterpaare notwendig, um 

eine Kopplung feststellen zu können (Risch und Merikangas 1996). In der Literatur sind 

positive Kopplungsbefunde auf 22q für andere Phänotypen bzw. Krankheiten beschrieben 

worden, die in Zusammenhang zum Körpergewicht stehen. So konnte ein quantitative trait 

locus (QTL) für Serum Leptin-Spiegel, die für Serum Testosteron adjustiert wurden, auf 

Chromosom 22q in Mexikanischen Amerikanern gefunden werden (Martin et al. 2002). Auf 

22q12-13 konnte bei Pima Indianern Kopplung mit Nüchtern-Plasma-Glucose-Spiegeln 

detektiert werden (Pratley et al. 1998). Ebenso wurde von einer Kopplung mit Diabetes 

mellitus Typ 2 an dem Marker D22S423 (etwa 0,7 Mb proximal zu MCHR1) berichtet (Ghosh 

et al. 2000). Leider konnte nicht durchgängig für alle in die Assoziations- und TDT-Analysen 

eingeflossenen Probanden der „Marburger“ Studiengruppe die Nüchtern Serum Leptin und 

Glucose-Spiegel erfasst werden, so dass auch Assoziationsanalysen für diese Phänotypen 

hätten durchgeführt werden können. 

In Übereinstimmung mit den Kriterien für eine solide Assoziations-Studie zu einer häufigen 

Krankheit (Übersicht Campbell und Rudan 2002; Dahlman et al. 2002; Übersicht Hirschhorn 

und Altshuhler 2002) wurde initial eine Assoziation für ein Allel in einem hoch plausiblen 

Kandidatengen mit Adipositas detektiert, die in einer zweiten Fall-Kontroll-Studie unabhängig 

bestätigt werden konnte. Diese Ergebnisse wurden durch Familien-basierte Studien 
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unterstützt. Bei dem Versuch, diese Ergebnisse in der jungen deutschen Studiengruppe aus 

Berlin sowie in der großen epidemiologischen Studiengruppe der Region Augsburg, erneut zu 

bestätigen, wurden Trends in die erwartete Richtung gefunden. Die Versuche, die Assoziation 

außerhalb Deutschlands erneut zu bestätigen, können nicht als erfolgreich eingeschätzt 

werden. Eine plausible Interpretation der Befunde ist, dass die Assoziation nur für die früh-

manifeste Adipositas zutreffend ist, unter Annahme eines besonderen genetischen und/oder 

Umwelt-Hintergrundes. Zusätzliche Studien in anderen Populationen sind notwendig. 

Eine funktionelle Implikation des SNP rs133072 und der SNPs in der Promoterregion wurden 

in in vitro Assays detektiert, die auf eine Erhöhung der MCH-Wirkung in vivo hindeuten. 

Während eine gain-of-function des MCHR1 vereinbar ist mit den Befunden, dass ein 

verstärktes MCH-Signal in einem erhöhten Körpergewicht resultieren sollte, sind zusätzliche 

Studien erforderlich um zu bestimmen, welches Translationsprodukt beim Menschen existiert. 

Das relative Risiko von 1,51 bzw. 1,95 für heterozygote bzw. homozygote Träger des A-Allels 

des SNP rs133072, wie es für die Studiengruppe 1 berechnet worden ist, deuten auf einen 

schwachen Effekt auf das individuelle Körpergewicht hin. Die Träger des MCHR1 Haplotyps 

und der Asn32-MCHR1-Variante haben jedoch ein etwa 24 %iges attributables Risiko, adipös 

zu werden. Dieses hohe Risiko ist in der hohen Frequenz des A-Allels begründet. Die 

Auswirkung eines SNPs oder Hyplotyps in einem solch hohen attributablem Risiko steht in 

voller Übereinstimmung mit der „thrifty genotype“ Hypothese (Übersicht Neel 1999). Diese 

Hypothese von dem sparsamen Genotyp beschrieb eine bessere Überlebenschance derjenigen 

Personen mit sogenannten „sparsamen“ Genen, die die aufgenommene Nahrung mit einer 

höheren Effizienz in Körperfett umwandeln konnten und somit bessere Überlebenschancen 

in Zeiten der Nahrungsmittelknappheit hatten. In der heutigen Zeit, in der es Nahrung im 

Überfluss gibt, ist ein Genotyp, der zur besseren Energieverwertung aus der aufgenommenen 

Nahrung und damit zu einer Anreicherung von Körperfett prädisponiert, eher von Nachteil 

als von Vorteil. Eine genetische Prädisposition zur Adipositas führt offensichtlich erst durch 

entsprechende Umweltbedingungen zur Ausprägung bzw. Verstärkung der Fettleibigkeit.  

Die Hinweise auf eine Beteiligung des MCHR1 an der Ausprägung des Phänotyps Adipositas 

eröffnet die Möglichkeit der Entwicklung von MCHR1-Antagonisten, die in Form von 

Medikamenten zur Prävention und Behandlung der Adipositas eingesetzt werden können. 
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5.3 Auswahl der Studienkollektive 

Das für die Analyse des MCHR1 verwendete Studienkollektiv setzt sich aus extrem adipösen 

Kindern und Jugendlichen zusammen, deren mittleres Alter bei 13 Jahren liegt. Es wird 

angenommen, dass die genetische Prädisposition bei der frühmanifesten Adipositas für die 

Ausprägung des adipösen Phänotyps stärker im Vordergrund steht und weniger durch 

Umweltfaktoren „verdünnt“ ist als bei der im Erwachsenenalter manifest werdenden 

Adipositas (Pietilainen et al. 2001). Zudem steigt die Wahrscheinlichkeit des Fortbestehens 

einer Adipositas im Kindes- und Jugendalter ins Erwachsenenalter hinein nicht nur mit dem 

Ausprägungsgrad der Adipositas sondern auch bei elterlicher Belastung mit Adipositas 

(Whitaker et al. 1997). Da in dem Studienkollektiv der Klinischen Forschergruppe Marburg 

(Leiter: Prof. J. Hebebrand) etwa 50 % der rekrutierten Kinder und Jugendlichen einen BMI 

> 99. Perzentile hatten und zudem 50 % der Mütter bzw. Väter eine Adipositas vorwiesen, ist 

die Vorhersagekraft des aktuellen Gewichts für das Gewicht als Erwachsener sehr hoch. Aus 

diesem Grund eignet sich das aus extrem adipösen Kindern und Jugendlichen bestehende 

Studienkollektiv besonders gut zur Detektion von genetischen Varianten, die zur Ausprägung 

des adipösen Phänotyps prädisponieren. 

Für das Mutationsscreening und die Assoziationsstudien wurden neben den Fällen (adipöse 

Probanden) auch Kontroll-Personen eingesetzt. Die Studiengruppe der Kontroll-Personen 

setzte sich aus unter- und normalgewichtigen Studenten zusammen. Eine Kontrollgruppe 

sollte sich idealerweise nur in einem Merkmal – dem zu untersuchenden Phänotyp 

Körpergewicht – von den Fällen unterscheiden. Dies wurde u. a. durch Ausschluss von 

Krankheiten (z. B. Diabetes mellitus) oder Verhaltensweisen, die das Körpergewicht 

beeinflussen können (z. B. starker Zigarettenkonsum), erzielt. Als Kontrollgruppe wurden 

erwachsene unter- bzw. normalgewichtige gewichtige Personen herangezogen, um das Risiko 

zu vermindern, dass sich eine Adipositas im weiteren Verlauf entwickelt. 

Um eine falsch positive Assoziation auszuschließen, können weitere Assoziationsanalysen mit 

unabhängigen Studiengruppen durchgeführt werden. Dies erfolgte in der vorliegenden Studie 

a) mit übergewichtigen versus normalgewichtigen Studenten, b) adipösen versus normal-

gewichtigen Kindern aus Berlin, c) adipösen versus normal- und untergewichtigen deutschen 

Erwachsenen aus der Stadt und Region Augsburg, d) adipösen versus normal- bzw. unter-

gewichtigen dänischen Männern und e) adipösen versus normalgewichtigen französischen 

Erwachsenen. 

Die Durchführung einer familienbasierten Assoziationsstudie – hier ein TDT (Spielman et al. 

1993) – gibt eine zusätzliche Möglichkeit, sehr zuverlässig, falsch positive Assoziationen 
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auszuschließen. Für den TDT sind Trios erforderlich, d. h. die Eltern der Indexprobanden 

müssen zusätzlich verfügbar sein. Bestehende Transmissions-Ungleichgewichte sind in den 

TDTs für die kodierenden SNPs des MCHR1 zweimal in voneinander unabhängigen 

Kollektiven durchgeführt worden. Jedoch sind die adipösen Kinder und Jugendlichen, auf 

denen die in die TDTs eingeflossenen Trios basieren, nicht unabhängig von denjenigen, die in 

die Assoziationsanalysen eingeflossen sind. Dieses Problem war aufgrund mangelnder 

Verfügbarkeit eines zusätzlichen großen Trio-Kollektivs, dessen adipöse Indexpatienten 

unabhängig von einer für das Mutationsscreening und damit für die Assoziationsanalysen 

verwendeten Studiengruppe war, unumgänglich. 

5.4 Methoden zur Mutationsdetektion 

5.4.1 PCR und PCR-basierte Methoden 

Die PCR (s. u. 3.2) ist eine schnelle, einfache, sensitive und stabile Methode zur 

Amplifizierung von Ziel-DNA (Strachan und Read 1999). Die Qualität der PCR ist die 

entscheidende Grundlage für die Detektierung unbekannter Sequenzvarianten bzw. die Geno-

typisierung von SNPs. Die Spezifität der DNA-Amplifizierung durch die PCR ist v. a. 

abhängig von der Bindung der Primer an die Sequenz der Ausgangs-DNA (Strachan und Read 

1999). Aus diesem Grund sollte bei der Generierung der Primer und bei der Optimierung der 

PCR sehr sorgfältig gearbeitet werden. Ziel bei der Optimierung der PCR ist es, eine hohe 

Ausbeute des Amplifikates sowie einen möglichst geringen Anteil an unspezifischen PCR-

Produkten aufgrund der Bindung der Primer an Sequenzen, die nicht der Ziel-DNA-Sequenz 

entsprechen, zu erzielen. Bei der Re-Sequenzierung des MCHR1-Locus und 9,8 kb der 

5’ Region wurde das Prinzip der nested PCR verwendet, um die Spezifität der Amplifizierung 

zu verbessern. Die hohe Sensitivität der PCR setzt jedoch größte Vorsicht voraus. Kontamina-

tionen der humanen Proben-DNA mit z. B. der DNA des Untersuchers sollten unbedingt 

vermieden werden. Um die Kontaminations- und damit Fehlerrate möglichst gering zu halten, 

erfolgte im Labor eine räumliche Trennung von Vor- und Nach-PCR-Bereich. Diese 

räumliche Trennung schloss auch eine Trennung der in den beiden Bereichen verwendeten 

Geräte und Materialen sowie der Schutzkleidung ein. Um eine Kontrolle über eine eventuelle 

Kontamination zu haben, wurde in jedem PCR-Ansatz eine Negativkontrolle in Form von 

Aqua bidest anstelle von DNA mitgeführt. Amplifizierte DNA mit einer positiven Kontrolle 

dürfen nicht weiter analysiert werden, sondern müssen verworfen werden. 
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Die Nachteile der PCR sind eine erforderliche Information zur Ziel-Sequenz, eine kurze 

Länge der amplifizierbaren Sequenz, eine limitierte Produktmenge und eine mangelnde 

Wiedergabetreue (Strachan und Read 1999). Die Sequenz des MCHR1-Locus war verfügbar 

(genomische DNA Z86090; mRNA AF490537). Für das Mutationsscreening des MCHR1 

wurde das Gen mittels überlappender PCR-Fragmente amplifiziert. Die Produktmenge war 

für die Methoden der SSCP, der dHPLC zur Mutationssuche ausreichend. Die mangelnde 

Wiedergabetreue ergibt sich aus der fehlenden 3’→5’ Exonuklease-Aktivität der Taq-

Polymerase, die zu einer falschen Base bei 40 % der DNA-Stränge in 1 kb führt (Strachan und 

Read 1999). Diese fehlerhaften Basen befinden sich meist randständig, weshalb die Taq-

Polymerase für das Mutationsscreening Sequenzierung verwendbar, aber ungeeignet für nach-

folgende funktionelle Studien ist. Für die zellbasierte Klonierung muss eine Polymerase 

eingesetzt werden, die eine 3’→5’ Exonuklease-Aktivität aufweist und damit eine geringere 

Fehlerrate aufweist, z. B. aus Pyrococcus furiosus (Strachan und Read 1999). Fehlerhaft eingebaute 

Basen können in der dHPLC oder SSCP irrtümlich als eine Sequenzvariante detektiert werden. 

Aus diesem Grund erfolgte bei der Identifizierung einer neuen Sequenzvariante mittels SSCP 

oder dHPLC immer eine wiederholte PCR und Analyse. Die Wahrscheinlichkeit für einen 

Polymerase-Fehler an der gleichen Position ist sehr gering. Zum Ausschluss einer „falschen“ 

Sequenzvariante wurden alle neu identifizierte Sequenzvarianten durch alternative Methoden 

wie die Sequenzierung, PCR-RFLP oder Tetra-Primer ARMS-PCR verifiziert. Aus diesem 

Grund können Polymerase-Fehler bei allen gefunden Sequenzvarianten ausgeschlossen 

werden. Für zwei der seltenen Varianten waren weder eine PCR-RFLP aufgrund einer 

fehlenden Schnittstelle noch eine Tetra-Primer ARMS-PCR aufgrund unlösbarer Probleme bei 

der Optimierung der PCR zur Verifizierung anwendbar. Aus diesem Grund erfolgte neben 

dem Nachweis über die Sequenzierung ein zusätzliches Screening mittels dHPLC (s. u. 3.3.2), 

bei der die Varianten sichtbar wurden. Der erneute Nachweis dieser beiden Varianten kann 

jedoch nicht als eindeutige Verifizierung eingestuft werden, da die Position und Art des 

Nukleotidaustausches über die dHPLC nicht erkennbar sind. 

Für die Durchführung von Assoziationsstudien von SNPs ist eine möglichst geringe 

Fehlerrate bei der Genotypisierung mittels PCR-basierter Methoden wie die PCR-RFLP und 

Tetra-Primer ARMS-PCR besonders wichtig, um eine „falsche“ Assoziation bzw. das Nicht-

Auffinden einer vorhandenen Assoziation zu vermeiden. Eine zusätzliche Verminderung der 

Fehlerrate erfolgte jeweils über eine zweite unabhängige Auswertung durch einen zweiten 

unabhängigen und erfahrenen Mitarbeiter. Zusätzlich erleichterte ein Mitführen von DNAs 

mit bekannten Genotypen in jeder „PCR-Platte“ eine genaue Auswertung. 
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Eine zusätzliche Kontrolle der Genauigkeit der ermittelten Genotypen für die Assoziations-

studien ermöglichte die Durchführung des TDTs. Dieser war nicht nur zur Bestätigung der 

positiven Assoziationen einzelner Allele von SNPs mit Adipositas erforderlich. Er bot zudem 

die Möglichkeit zu überprüfen, ob die Genotypen der adipösen Kinder und Jugendlichen 

korrekt ermittelt worden sind. Für den TDT wurden zusätzlich zu den adipösen 

Indexprobanden jeweils beide Eltern genotypisiert, deren Allele entsprechend den 

Mendelschen Gesetzen verteilt sein müssen. Falls die erfassten Allele von Kindern und deren 

Eltern nicht zusammenpassten, konnte eine Wiederholung der Genotypisierung einen 

eventuell ungenau ausgewerteten Genotyp oder in vereinzelten Fällen einen nicht zum Kind 

passenden Vater aufdecken. Bei unklarer Vaterschaft flossen die betreffenden Familien nicht 

in die Analysen ein. 

5.4.2 Methoden zur Detektion unbekannter Sequenzvarianten 

Es existieren zahlreiche Methoden zur Detektion unbekannter Sequenzvarianten, wobei die 

single-stranded conformation polymorphism analysis (SSCP) und die Sequenzierung die bisher am 

häufigsten verwendeten Methoden darstellten. Zunehmend werden Methoden benötigt, die das 

Screening einer großen Anzahl von Proben in zahlreichen Genen mit annähernd 100 %iger 

Sensitivität schnell und einfach ermöglichen (Strachan und Read 1999).  

SSCP: Die SSCP-Analyse ist einfach, erfordert nur eine preiswerte Ausstattung, ist sensitiv genug 

für Fragmente bis zu 200 bp, ermöglicht aber nicht die Identifizierung der Art und der Position 

der detektierten Varianten (Sheffield et al. 1993). Sie beruht auf der veränderten Laufgeschwin-

digkeit von einzelsträngiger DNA in einem nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gel, die durch 

veränderte Konformationen der DNA aufgrund von Sequenzvarianten hervorgerufen werden. 

Die Sensitivität der SSCP ist stark von den Versuchs-Bedingungen abhängig und kann u. a. durch 

eine Analyse bei zwei unterschiedlichen Temperaturen erhöht werden. Aus diesem Grund erfolgte 

das Mutationsscreening der CDS des MCHR1 sowohl bei 4 °C in der Kühlkammer, als auch bei 

Raumtemperatur. Die detektierten seltenen Varianten bestätigen die Erhöhung der Sensitivität 

aufgrund dieser Vorgehensweise. Es konnten zwei Varianten (T305M, s. u. 4.2.1.1 und 

102491 G>A, s. u. 4.2.1.4) identifiziert werden, die nur bei 4 °C detektierbar waren. Die anderen 9 

seltenen Varianten sowie die zwei SNPs im kodierenden Bereich konnten sowohl bei 4 °C als 

auch bei RT detektiert werden. 

dHPLC: Die Methode der dHPLC beruht auf der veränderten Verweildauer von Heteroduplices 

an der HPLC-Säule. Den Heteroduplices liegen heterozygote Formen von Mutationen zugrunde. 

Die Heteroduplices werden gebildet, indem die zu analysierenden PCR-Produkte durch Erhitzen 
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denaturiert und anschließend langsam abgekühlt werden. Für die Detektion von homozygoten 

Mutationen muss den zu analysierenden PCR-Produkten vor der Analyse Wildtyp-DNA zugesetzt 

werden. Die dHPLC ermöglicht schnelle Analysen und damit ein High-throughput-Screening von 

umfangreichen Stichproben, erfordert jedoch eine teure Ausstattung und ermittelt, wie die SSCP, 

nicht die Position der Sequenzvarianten (Strachan und Read 1999). Mehrere Mutationsscreenings 

verschiedener humaner Gene mit Hilfe der Methoden dHPLC und SSCP ergaben eine höhere 

Sensitivität der dHPLC mit nahezu 100 % im Vergleich zur SSCP mit etwa 69 %-94 % (Choy et 

al. 1999; Jones et al. 1999; Gross et al. 1999). Liu et al. (1997) konnten mit Hilfe der dHPLC nicht 

alle zuvor mittels SSCP detektierten Mutationen im Fibrillin-1 Gen (FBN1) identifizieren, 

detektierten jedoch 17 weitere und damit doppelt so viele Mutationen wie mittels der SSCP. 

Sequenzierung: Die Sequenzierung ist im Gegensatz zur SSCP-Analyse eine teure Methode des 

Mutationsscreenings, bei der alle Sequenzveränderungen sowie deren Natur und Position 

detektierbar sind (Strachan und Read 1999). Aus diesem Grund wurde diese Methode ausgewählt, 

um diejenigen Proben mit auffälligem SSCP-Muster bzw. mit von den Wildtypproben 

abweichenden dHPLC-Graphen zu sequenzieren und die Varianten bzw. SNPs zu bestätigen und 

genauer zu charakterisieren. Ebenso wurden einige Wildtyp-Proben pro amplifiziertem Fragment 

sequenziert, um sicherzustellen, dass das beabsichtigte Fragment des MCHR1 amplifiziert wurde. 

Die Sequenzierung diente auch dem Mutationsscreening des gesamten MCHR1-Locus sowie von 

9,8 kb seiner 5’ Region zur Aufspürung neuer Sequenzvarianten und SNPs. Die Sequenzierung 

war für das Screening dieser großen Regionen geeignet, wobei eine SSCP-Analyse mit nur bis zu 

200 bp screenbaren Fragmenten einen unangemessenen Arbeits- und Zeitaufwand bedeutet hätte. 

Die Sequenzierung erfolgte bei vergleichsweise wenigen Individuen, da sie für ein Screening 

großer Probandenzahlen aufgrund der hohen Kosten und der aufwendigen Auswertung 

ungeeignet ist. Die Sequenzierung der CDS des MCHR1, die zuvor mittels SSCP gescreent 

worden ist und des Introns bzw. der ersten 317 bp der 5’ Region des MCHR1, die zuvor mittels 

dHPLC gescreent worden sind, ermöglicht eine Validierung der Methoden SSCP und dHPLC. 

Die Sequenzierung bestätigte die mittels SSCP ermittelten SNPs rs133072 und rs133073 sowie des 

mittels dHPLC detektierten neuen SNPs 001745619 im Intron. Andererseits konnte bei dem 

Screening dieser Bereiche mittels Sequenzierung keine weiteren SNPs detektiert werden, die 

mittels SSCP und dHPLC zuvor nicht detektiert worden waren. Damit wird die Sensitivität der 

SSCP und der dHPLC unter den für den beschriebenen Mutationsscreen verwendeten 

Bedingungen als sehr hoch eingeschätzt. Ebenso ist die der SSCP und der dHPLC 

zugrundeliegende Arbeitsweise als sehr präzise einzuschätzen.  
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Genomische Struktur des MCHR1 mit Sequenz-Varianten 

 
99001 (nt) agctcaccct gctttaagtt tttcatagta attgccaata ccatgaattg tcttttgagg 
                            c rs133068 
 99061     ggttttctgt ctccccgcaa cttgaatgca atcttcatga ggacagggac tttatccccc 
                       c rs133069 
 99121     accccacccc cacttttttt tctttttttt ttactgcaaa acctagaaca gtgcttggca 
 99181     ggtagtaagt actcaatgaa tgtttgttgg atgaacccaa taagtaaaca agatagagga 
 99241     cacatgtagg gatctgcccg tgaacctcga cccctggctc ctgagtctgg cagtgggtgc 
 99301     agtggcagct cctgtctgtg agggccccag aggctggcag caggatgcct ccgtggaaaa 
 99361     ttcccttaac gcctttgcct ctgcagctgt tcctccggga tgatctcttt gggggatcat 
                                   a rs133070 
 99421     gctcagatat ttgtctcaaa gagtcccagg ccaaacctca gggacctcag agcgtttaga 
 99481     aaaataacac ctctgtgagc ttggtccagg cagatcccat gcagagagga gtttgtcccc 
 99541     ttccagtccc cgaggtcctg gctattgcca gcatggagtg acctgtgtca cctctgagtg 
 99601     ccaggcaagg gttcagcagc tgacgactca gcttctgcag gatgctggca gcatagccag 
 99661     cgagatagtt ggaagccgtc agggcacagg gaaggggccg agggtgccct gagtgtgcat 
 99721     ggggggcagc cctgctgcag tccaagcctt tgattcccaa gctatgtgca cagtttcctc 
 99781     tggactctgc catgtggccc agccacccat acctggaata ggggctaagc caagctgctc 
 99841     tctcctccaa agggaggcag cctgtgtgct ttgtccgttt gcctttgcag agacctcgat 
            c SNP133071 
 99901     cttcacgcaa ggcaagcagc agcccctgta agcacacgag acaatcccaa gtgtcagtgg 
 99961     gaaggagatc cctttcctga tggggctgcc tgtgtccagt ccctcccagc ttccccaggg 
100021     ccctggggct ctgcaggcat tcagaagtgg aagccagcca cagcctggga ctgaagaggt 
100081     taatgtgcat ctgcctccga atgttaatgt gtctaggtga tgtcagtggg agccatgaag 
     1 (AS)                                          M   S  V  G   A  M  K   

      t T25M 
100141     aagggagtgg ggagggcagt tgggcttgga ggcggcagcg gctgccaggc tacggaggaa 
     8     K  G  V  G   R  A  V   G  L  G   G  G  S  G   C  Q  A   T  E  E   
            t D28V       g rs133072 
100201     gacccccttc ccaactgcgg ggcttgcgct ccgggacaag gtggcaggcg ctggaggctg 
    28     D  P  L  P   N  C  G   A  C  A   P  G  Q  G   G  R  R   W  R  L   
100261     ccgcagcctg cgtgggtgga ggggagctca gctcggttgt gggagcaggc gaccggcact 
    48     P  Q  P  A   W  V  E   G  S  S   A  R  L  W   E  Q  A   T  G  T 

   t rs133073 
100321     ggctggatgg acctggaagc ctcgctgctg cccactggtc ccaacgccag caacacctct 
    68     G  W  M  D   L  E  A   S  L  L   P  T  G  P   N  A  S   N  T  S   
100381     gatggccccg ataacctcac ttcggcaggt gagttgactg ggagccctcc ctcctctggg 
    88     D  G  P  D   N  L  T   S  A  G 
100441     ctgtgggtgg aaaatgggaa ggtttcaccc ctgagccaaa ctgcttggga aactttatca 
100501     cagttcttgg ggacaagatc tgtggtctgc tttgctctga ggggcaggag aaaagggggc 
100561     aatggtccgc aggggcagac gggcaggagc agagcagggg gcgaaggcat attcagaatg 
100621     gcaaggaagg ggggccagcc gtgagacagc aggggaaggc tcgctgctgg gttccaaaga 
100681     tgcttggcag aaaaaattcc aggctggaaa agcaagcgag agaagctgga gggtggtatg 
100741     tgggagacag ctgggggctc actcctgcac tgttagcctc agctttttac tcccacttgg 
100801     atgatgaggt ctgagacatc cttactgcca cctgggagag gccctgggaa gggaagactt 
100861     cacagagcca tgaggggatt aacttttctg gtgaattaag cttcctgaca tttccagagc 
100921     tgcggtgccc tgggattcca gctttgaagg agaaaggaag gaaggaaaag aggaaaggct 
100981     tatgtagata atttttccag gctgctgagc tccaacagac agtttctgtc tctgcttcac 
101041     tcaagaagcc caggctcaga agataccaat caaggaaatc cccgctagga agcctggggt 
101101     agggagagct gctggcttga ccagggcaca gccggcaaaa gcctctacaa gacagtcacc 
101161     cacagatatg cccaagaatc agtacacagt ttccaaccag agatctccaa aatgaaacac 
101221     tcagggctac acataggaaa agcacgcaca cacacacaca cacacataca cagacactta 
101281     cttttgtgtc cttctggcta tgctgacgag ttttcctggt gaagcccggg gctcacagag 
           g SNP001745619 
101341     taatctctgc agacaactgt ggttcttgcc tctggtgcct gcaggaggca ggcatgttgt 
101401     gtccttccaa gacagatggc tcagggcact ctggtaggat tcaccaggaa actcatggag 
101461     aagggaaaag ggacaagatt agcaacagtg aagggaggga gaatggtggg agaggattcc 
101521     agatgaacgg tgggtcgctg gaggctgagc atgccagcag gatgtcagtt ctcagagcaa 
101581     agcccatgtc aaacagccaa cgcttgctcc ttctgtcccc aggatcacct cctcgcacgg 
    98                 G S  P   P  R  T  
G 
101641     ggagcatctc ctacatcaac atcatcatgc cttcggtgtt cggcaccatc tgcctcctgg 
   104       S  I  S   Y  I  N   I  I  M  P   S  V  F   G  T  I   C  L  L  G 
101701     gcatcatcgg gaactccacg gtcatcttcg cggtcgtgaa gaagtccaag ctgcactggt 
   124     I  I  G   N  S  T   V  I  F  A   V  V  K   K  S  K   L  H  W  C  
101761     gcaacaacgt ccccgacatc ttcatcatca acctctcggt agtagatctc ctctttctcc 
   144       N  N  V   P  D  I   F  I  I  N   L  S  V   V  D  L   L  F  L  L  
101821     tgggcatgcc cttcatgatc caccagctca tgggcaatgg ggtgtggcac tttggggaga 
   164       G  M  P   F  M  I   H  Q  L  M   G  N  G   V  W  H   F  G  E  T 
 



Anhan g :  G e n om i s c h e  S t r uk t u r  d e s  MCHR1  173 

101881     ccatgtgcac cctcatcacg gccatggatg ccaatagtca gttcaccagc acctacatcc 
   184       M  C  T   L  I  T   A  M  D  A   N  S  Q   F  T  S   T  Y  I  L  
       R210H a   t 101966 C>T 
101941     tgaccgccat ggccattgac cgctacctgg ccactgtcca ccccatctct tccacgaagt 
   204       T  A  M   A  I  D   R  Y  L  A   T  V  H   P  I  S   S  T  K  F 
102001     tccggaagcc ctctgtggcc accctggtga tctgcctcct gtgggccctc tccttcatca 
   224       R  K  P   S  V  A   T  L  V  I   C  L  L   W  A  L   S  F  I  S 
102061     gcatcacccc tgtgtggctg tatgccagac tcatcccctt cccaggaggt gcagtgggct 
   244       I  T  P   V  W  L   Y  A  R  L   I  P  F   P  G  G   A  V  G  C 
102121     gcggcatacg cctgcccaac ccagacactg acctctactg gttcaccctg taccagtttt 
   264       G  I  R   L  P  N   P  D  T  D   L  Y  W   F  T  L   Y  Q  F  F 
         t 102218 C>T 
102181     tcctggcctt tgccctgcct tttgtggtca tcacagccgc atacgtgagg atcctgcagc 
   284       L  A  F   A  L  P   F  V  V  I   T  A  A   Y  V  R   I  L  Q  R 

     t T305M       a R317Q 
102241     gcatgacgtc ctcagtggcc cccgcctccc agcgcagcat ccggctgcgg acaaagaggg 
   304       M  T  S   S  V  A   P  A  S  Q   R  S  I   R  L  R   T  K  R  V 
102301     tgacccgcac agccatcgcc atctgtctgg tcttctttgt gtgctgggca ccctactatg 
   324       T  R  T   A  I  A   I  C  L  V   F  F  V   C  W  A   P  Y  Y  V 
102361     tgctacagct gacccagttg tccatcagcc gcccgaccct cacctttgtc tacttataca 
   344       L  Q  L   T  Q  L   S  I  S  R   P  T  L   T  F  V   Y  L  Y  N 

              t P377S 
102421     atgcggccat cagcttgggc tatgccaaca gctgcctcaa cccctttgtg tacatcgtgc 
   364       A  A  I   S  L  G   Y  A  N  S   C  L  N   P  F  V   Y  I  V  L 
     a 102491 G>A     a 102515G>A 
102481   tctgtgagac gttccgcaaa cgcttggtcc tgtcggtgaa gcctgcagcc caggggcagc 
   384       C  E  T   F  R  K   R  L  V  L   S  V  K   P  A  A   Q  G  Q  L 
           t T411M 
102541     ttcgcgctgt cagcaacgct cagacggctg acgaggagag gacagaaagc aaaggcacct 
   404       R  A  V   S  N  A   Q  T  A  D   E  E  R   T  E  S   K  G  T  ST 
102601     gatacttccc ctgccaccct gcacacctcc aagtcagggc accacaacac gccaccggga 
           OP 
102661     gagatgctga gaaaaaccca agaccgctcg ggaaatgcag gaaggccggg ttgtgagggg 
102721     ttgttgcaat gaaataaata cattccatgg ggctcacacg ttgctgggga ggcctggagt 
102781     caggtttggg gttttcagat atcagaaatc cccttggggg agcaggatga gacctttgga 
102841     tagaacagaa gctgagcaag agaacatgtt ggtttggata accggttgca ctatatctgt 
102901     gagctctcaa atgtcttctt cccaaggcaa gaggtggaag ggtactgact gggtttgttt 
102961     aaagtcaggc agggctggag tgagcagcca gggccatgtt gcacaaggcc tgagagacgg 
103021     gaaagggccc gatcgctctt tcccgcctct cactggtgcg atggaaggtg gcctttctcc 
103081     caagctggtg gataatgaaa aataaagcat cccatctctc ggcgttccag catcctgtca 
             c rs133074 
103141     atttcccttt tgctctagag gatgcatgtt tatttgaggg gatgtggcac tgagcccaca 
         SNP 001745620 a 
103201     ggagtaaaag cccagtttgc taggaggtct gcttactgaa aacaaggaga cctggggtgg 
103261     gtgtggttgg gggtcttaaa actaataaaa gctggggtcg gggggctttt gcagctctgg 
     t rs3087592 
103321     tgacattctc tccacggggc acatttgctc agtcactaat ccagcttgag tgtccgtgtg 
103381     ttctgcatgt gcaggggtca ttctagtgcc cggtgtgttg gcatcatctt tttgctctag 
103441     cccttcctct ccaaaataaa atcaaataaa ggaaaatctc cacccacatc actctggatg 
 
nt: Nukleotide 
AS: Aminosäuren 
xx: Exon 1 und Exon 2 
fett: Promotervorhersage durch FirstEF (http://rulai.cshl.org/tools/FirstEF) 
75: SNPs 
T4: seltene Varianten 
I : Transmembrandomänen 
 

 
 



Anhan g :  PCR -P r o t ok o l l e  174 

PCR für Mutationsscreening des Exon1 des MCHR1 

(Fragment 1: Met1 bis Met70) 

Primer foward MCHR-1 long-f  AGC CTG GGA CTG AAG AAG TT 
Primer reverse MCHR-1 long-r  GCT CAG CTC GGT TGT GG 
Produkt-Größe: 241 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 65 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 3,0 µl (3 mM) 
Primer f 0,4 µl (10,0 pmol) 
Primer r 0,4 µl (10,0 pmol) 
dNTP 0,4 µl (0,4 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 15,6 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 



Anhan g :  PCR -P r o t ok o l l e  175 

PCR für Mutationsscreening des Exon 1 des MCHR1 

(Fragment 2: ab Met70) 

Primer foward MCHR-1-f  GCT CAG CTC GGT TGT GG 
Primer reverse MCHR-1-r  GCA GTT TGG CTC AGG GG 
Produkt-Größe: 199 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 63 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 2,0 µl (2 mM) 
Primer f 0,2 µl (5,0 pmol) 
Primer r 0,2 µl (5,0 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,15 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 



Anhan g :  PCR -P r o t ok o l l e  176 

PCR für Mutationsscreening des Exon 2 des MCHR1 

(Fragment 2a) 

Primer foward MCHR-2a-f  GCC CAT GTC AAA CAG CCA AC 
Primer reverse MCHR-2a-r  AGG GTG AAC CAG TAG AGG TC 
Produkt-Größe: 588 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 62 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (MWG) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (MWG) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (MWG) 0,5 µl (2,5 U) 
Aqua bidest 17,25 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 



Anhan g :  PCR -P r o t ok o l l e  177 

PCR für Mutationsscreening des Exon 2 des MCHR1 

(Fragment 2b) 

Primer foward MCHR-2b-f  TGC CAG ACT CAT CCC CT 
Primer reverse MCHR-2b-r  TTG GAG GTG TGC AGG GT 
Produkt-Größe: 550 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 60 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,4 µl (10 pmol) 
Primer r 0,35 µl (8,75 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,3 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 



Anhan g :  PCR -P r o t ok o l l e  178 

PCR für Mutationsscreening der ersten 317 bp der  5’ Region des MCHR1  

Primer foward MCHR-Prom-f  AGC CTT TGA TTC CCA AGC TA 
Primer reverse MCHR-Prom-r  TCC CAC AAC CGA GCT GAG 
Produkt-Größe: 560 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 58 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 



Anhan g :  PCR -P r o t ok o l l e  179 

PCR für Mutationsscreening des Introns des MCHR1 

Primer foward MCHR-I1a-f  TGT GGG TGG AAA ATG GGA AG 
Primer reverse MCHR-I1a-r  CCT CTC CCA GGT GGC AGT AA 
Produkt-Größe: 400 bp 

Primer foward MCHR-I1b-f  CCC TGG GAA GGG AAG ACT 
Primer reverse MCHR-I1b-r  CTT TTC CTA TGT GTA GCC CTG A 
Produkt-Größe: 401 bp 

Primer foward MCHR-I1c-f  CTT ACT TTT GTG TCC TTC TGG CTA 
Primer reverse MCHR-I1c-r  GCT GTT TGA CAT GGG CTT TG 
Produkt-Größe: 322 bp 
 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 64 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 3,0 µl (3,0 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 16,05 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  180 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133050 (G/A) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs133050-f AGG GGA GAG AGC AAC AAG GT 
Primer reverse SNP rs133050-r TGG ATA GAG CAG CAC CCT CT 
Produkt-Größe: 404 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 60 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
10x Puffer (Perkin Elmer) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (Perkin Elmer) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (Perkin Elmer) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym XmnI (20 U/µl) 0,05 µl (1 U) 
Puffer NEB 2 2,0 µl (1 x) 
BSA: 0,2 µl 
Aqua bidest: 1,75 µl 
PCR: 16 µl PCR 

Wasserbad 37 °C; 1 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen 

A-Allel: 161 bp, 243 bp 
G-Allel: 404 bp



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  181 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133051 (T/C) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs133051-f TTT CCT CTG GGG AAC TGT CA 
Primer reverse SNP rs133051-r CTG GTG GGA GTG CCT TTT AG 
Produkt-Größe: 297 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 61 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
10x Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 2,5 µl (2,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 16,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym BseDI (5 U/µl) 0,3 µl (1,5 U) 
Puffer Y+ Tango 3,0 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl PCR 

Wasserbad 55 °C; 2 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

T-Allel: 297 bp 
C-Allel: 94 bp, 203 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  182 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133062 (G/A) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs133062-f ACT TCA CCC ATG AGG ACC AG 
Primer reverse SNP rs133062-r TGC ATC ATC TAG CAC CCT CA 
Produkt-Größe: 393 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 61 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen   4 °C 
Anzahl der Zyklen: 33 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym Cfr13I (10 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer Y+Tango 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 1 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

A-Allel: 393 bp 
G-Allel: 138 bp, 255 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  183 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs2032512 (C/A) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs2032512-f GCC AGA AGT GGA TCT TGA GG 
Primer reverse SNP rs2032512-r CCA CAC CTG GCC TAC TCA TT  
Produkt-Größe: 377 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 62 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 3,0 µl (3,0 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 16,05 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym BamHI (10 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer BamHI+ 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 1,5 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 120bp, 257 bp 
A-Allel: 377 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  184 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133063 (T/C) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs133063-f ATG AGT AGG CCA GGT GTG GT  
Primer reverse SNP rs133063-r GGA CTG GCT CCA GCT ACA TC 
Produkt-Größe: 384 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30  sec 94 °C 
Annealing 30 sec 63 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,0 µl (1,0 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,4 µl (10 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,9 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym HpyCH4 (5 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer NEB4 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 17 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

T-Allel: 55 bp, 329 bp 
C-Allel: 384 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  185 

Genotypisierungsprotokoll SNP 1745616 (A/G) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 1745616-f ACC TGG CCA GCT ACA CAC TT 
Primer reverse SNP 1745616-r AGG GGA AGC TTT TTG CAG TA 
Produkt-Größe: 190 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 58 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 1,5 µl (0,6 x) 
MgCl2 (SIGMA) 2,0 µl (2 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer R 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym BglII (10 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer O+ 300 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 2 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

A-Allel: 31, 159 bp 
G-Allel: 31bp, 45 bp, 114 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  186 

Genotypisierungsprotokoll SNP 1745617 (C/T) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 1745617-f AGA ATC TGC CCT TCC TGC TC 
Primer reverse SNP 1745617-r CTG AAG GAA GTG AGG AAG CA 
Produkt-Größe: 498 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30  sec 94 °C 
Annealing 30 sec 61 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 35 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 3,5 µl (3,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 15,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym PfiFI (10 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer NEB4 3,00 µl (1 x) 
BSA: 0,35 µl 
Aqua bidest: 11,35 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 17 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 183 bp, 315 bp 
T-Allel: 498 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  187 

Genotypisierungsprotokoll SNP 1745618 (T/C) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 1745618-f CTC CTG AGC TCA AGC AAT CC 
Primer reverse SNP 1745618-r GTG GGG GAT AAA GTC CCT GT 
Produkt-Größe: 415 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 61 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,0 µl (1 mM) 
Primer F 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer R 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,1 µl (0,5 U) 
Aqua bidest 18,15 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym BsrI (10 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer NEB3 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 65 °C; 2 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

T-Allel: 415 bp 
C-Allel: 135 bp, 280 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  188 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133068 (C/G) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 133068-f CCT CCA CCT CTG CTG GTA TT 
Primer reverse SNP 133068-r GTG GGG GAT AAA GTC CCT GT 
Produkt-Größe: 150 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 64 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer F 0,3 µl (7,5 pmol) 
Primer R 0,3 µl (7,5 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,3 µl (1,5 U) 
Aqua bidest 17,35 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym FauI (2 U/µl) 0,30 µl (0,6 U) 
Puffer SEB 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 55 °C; 1 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 150 bp 
G-Allel: 94 bp, 106 bp 



Anhan g :  G e n o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  189 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133069 (C/A) 

Methode: PCR-RFLP: 

innerer Primer f (A-Allel) GGA CTT TAT CCC CCA CCC CAC CCT CA 
innerer Primer r (C-Allel) TTT TGC AGT AAA AAA AAA AGA AAA AAA GGG 
äußerer Primer f GGG GGG GGG GGG GGG GGG GGC CAA TAC CAT GAA 
  TTG TCT TTT GAG GGG T 
äußerer Primer r TTG GGT TCA TCC AAC AAA CAT TCA TTG A 
Produkt-Größe: 115 bp (A-Allel); 147 bp (C-Allel); 206 bp (zwei äußere Primer) 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 60 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30
 

Reaktions-Mix (A-Allel): 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (Perkin Elmer) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (Perkin Elmer) 3,0 µl (3 mM) 
Primer f innerer 0,25 µl (6,25 
pmol) 
Primer r äußerer 0,25 µl (6,25 
pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (Perkin Elmer) 0,25 µl (1,3 U) 
Aqua bidest 16,0 µl 
Gesamt-Volumen 25,0 µl 

 

Reaktions-Mix (C-Allel): 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (Perkin Elmer) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (Perkin Elmer) 3,0 µl (3 mM) 
Primer f äußerer 0,25 µl (6,25 
pmol) 
Primer r innerer 0,25 µl (6,25 
pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (Perkin Elmer) 0,3 µl (1,5 U) 
Aqua bidest 15,95 µl 
Gesamt-Volumen 25,0 µl

 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Normalerweise werden alle 4 Primer in einem Ansatz verwendet. Bei diesen Primern wurde 

jedoch ein Allel im Gesamtansatz unterdrückt, weshalb 2 getrennte PCR-Ansätze pipettiert 

wurden und nach der Amplifikation getrennt aufgetragen wurden. 



Gen o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  190 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133072 (G/A; Asp-32-Asn) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 133072-f GCA GGC ATT CAG AAG TGG A 
Primer reverse SNP 133072-r AGG TCC ATC CAG CCA GTG 
Produkt-Größe: 302 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 59 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,3 µl (7,5 pmol) 
Primer r 0,6 µl (15 pmol) 
dNTP 0,5 µl (0,5 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 16,90 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym Hpy188III (5 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer NEB4 3,0 µl (1 x) 
BSA 0,35 µl 
Aqua bidest : 11,35 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 2 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

A-Allel: 302 bp 
G-Allel: 178 bp, 124 bp 
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Genotypisierungsprotokoll SNP rs133073 (T/C) 

Methode: PCR-RFLP: 

innerer Primer f (T-Allel) CTG CTG CCC ACT GGT CCC CAT 
innerer Primer r (C-Allel) GCC ATC AGA GGT GTT GCT GTC G 
äußerer Primer f  GAA GGG AGT GGG GAG GGC AGT T 
äußerer Primer r  GCC CCT CAG AGC AAA GCA GAC C 
Produkt-Größe: 202 bp (T-Allel); 247 bp (C-Allel); 406 bp (zwei äußere Primer) 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30  sec 94 °C 
Annealing 1 min 65 °C 
Elongation 1 min 72 °C 
Elongation 5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (Perkin Elmer) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (Perkin Elmer) 2,5 µl (2,5 mM) 
Primer f innerer 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r innerer 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer f äußerer 0,1 µl (2,5 pmol) 
Primer r äußerer 0,1 µl (2,5 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (Perkin Elmer) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 16,35 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 
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Genotypisierungsprotokoll SNP 1745619 (T/G) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 1745619-f CTT ACT TTT GTG TCC TTC TGG CTA 
Primer reverse SNP 1745619-r GAG CCA TCT GTC TTG GAA GG 
Produkt-Größe: 146 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 65 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 3,0 µl (3 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 16,05 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym TfiI (10 U/µl) 0,6 µl (1,5 U) 
Puffer NEB3 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,4 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 65 °C; 17 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

T-Allel: 146 bp 
G-Allel: 65 bp, 81 bp 



Gen o t y p i s i e r u n g s p r o t ok o l l e  193 

Genotypisierungsprotokoll SNP rs133074 (C/T) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP 133074-f TCC CAA GCT GGT GGA TAA TG 
Primer reverse SNP 133074-r ACC CCA GGT CTC CTT GTT TT 
Produkt-Größe: 181 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 62 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym Tsp509I (5 U/µl) 0,30 µl (1,5 U) 
Puffer NEB1 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 65 °C; 1 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 181 bp 
T-Allel: 62 bp, 119 bp 
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Genotypisierungsprotokoll SNP rs3087592 (C/T) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs3087592-f AGC CCA GTT TGC TAG GAG GT 
Primer reverse SNP rs3087592-r ACA CAC GGA CAC TCA AGC TG 
Produkt-Größe: 173 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 61 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 2,0 µl (2 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,05 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym NlaIII (10 U/µl) 0,2 µl (1,0 U) 
Puffer: Puffer 5 3,00 µl (1 x) 
BSA: 0,35 µl 
Aqua bidest: 11,45 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 17 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 173 bp 
T-Allel: 45 bp, 108 bp 
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Genotypisierungsprotokoll SNP rs133079 (T/C) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs133079-f CGC TTT ATC TTT GCA CAC CA 
Primer reverse SNP rs133079-r TTC GTA GAG ACG GGG TTT TG 
Produkt-Größe: 197 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 60 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (SIGMA) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (SIGMA) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (SIGMA) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym MspI (10 U/µl) 0,3 µl (3,0 U) 
Puffer: Y+ Tango 3,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 11,7 µl 
PCR: 15 µl 

Wasserbad 37 °C; 1 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 91 bp, 106 bp 
T-Allel: 197 bp 
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Genotypisierungsprotokoll SNP rs133084 (T/C) 

Methode: PCR-RFLP: 

Primer forward SNP rs133084-f AGG GTA CCC AAG GCA TCA CT 
Primer reverse SNP rs133084-r GCA CCC CAG CCA AAG TAG TA 
Produkt-Größe: 170 bp 

PCR: 

Thermozykler: 

Denaturierung   5 min 94 °C 
Denaturierung 30 sec 94 °C 
Annealing 30 sec 62 °C 
Elongation 30 sec 72 °C 
Elongation   5 min 72 °C 
Abkühlen    4 °C 
Anzahl der Zyklen: 30 

Reaktions-Mix: 

DNA 2,5 µl (50 ng) 
Puffer (Perkin Elmer) 2,5 µl (1 x) 
MgCl2 (Perkin Elmer) 1,5 µl (1,5 mM) 
Primer f 0,25 µl (6,25 pmol) 
Primer r 0,25 µl (6,25 pmol) 
dNTP 0,25 µl (0,25 mM) 
Taq (Perkin Elmer) 0,2 µl (1 U) 
Aqua bidest 17,55 µl 
Gesamt-Volumen 25,00 µl 

RFLP: 

Verdau-Mix: 

Enzym Cac8I (0,4 U/µl) 0,1 µl (0,04 U) 
Puffer NEB3 2,00 µl (1 x) 
Aqua bidest: 1,9 µl 
PCR: 16 µl 

Wasserbad 37 °C; 2,5 h 

Auftrag auf Agarose-Gel (2,5 %) 

Fragmentlängen: 

C-Allel: 60 bp, 110 bp 
T-Allel:  170 bp 
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