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l. Einleitung

Diabetes mellitus ist eine der hdufigsten endokrinen Erkrankungen des Hundes
(GUPTILL et al., 2003), und trotz steigender Pridvalenz sind die genetischen
Hintergriinde weiterhin ungeklidrt (RAND et al, 2004). Auch steht eine
Klassifizierung des caninen Diabetes mellitus analog der menschlichen Einteilung
in immunmediierten, durch Zerstorung der f-Zellen der Langerhans’schen Inseln
des Pankreas induzierten (humaner Typ I) einerseits und durch periphere
Insulinresistenz und erst nachfolgender Zerstorung der p-Zellen durch
Erschopfung ihrer Sekretionskapazitdt und Glukosetoxizitdt (humaner Typ II)
andererseits, noch aus (GALE, 2005).

In der Humanmedizin wurden auf genetischer Ebene eine Vielzahl von
Polymorphismen (Variationen der Nukleotidsequenz) identifiziert, deren
Unterschiede in den Allelfrequenzen einen statistischen Zusammenhang mit Typ I
Diabetes aufweisen (GILLESPIE, 2006). Bei Hunden wurde ein Zusammenhang
zwischen Diabetes mellitus und einem genetischen Polymorphismus erst in einem
Fall gefunden (CATCHPOLE et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollen einige Genorte des Hundegenoms, deren
Homologe beim Menschen bereits untersucht wurden, auf das Vorliegen von
Polymorphismen auf genetischer Ebene untersucht werden. Es soll der eventuelle
statistische und kausale Zusammenhang dieser Polymorphismen mit Diabetes
mellitus beim Hund untersucht werden.

Seit einigen Jahren gibt es vermehrt Hinweise darauf, dass Typ I Diabetes und
andere Autoimmunkrankheiten durch Vitamin-D-Mangel ausgelost werden
konnen (CANTORNA & MAHON, 2004). Deshalb soll in der vorliegenden
Arbeit auch der Vitamin-D-Haushalt gesunder Kontrolltiere mit dem an Diabetes

mellitus erkrankter Hunde verglichen werden.
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II. Literaturubersicht

1. Diabetes mellitus beim Hund

Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln der Bauchspeicheldriise
(Pankreas) gebildet und wird im Korper zur Aufnahme von Glukose aus dem Blut
in die Korperzellen bendtigt. Insulin senkt den Blutzuckerspiegel und reguliert
diesen 1im Zusammenspiel mit seinen Antagonisten Glukagon, den
Katecholaminen Adrenalin und Noradrenalin sowie Glukokortikoiden und dem
Wachstumshormon (growth hormone, GH). Mit Ausnahme der Zellen des
zentralen Nervensystems (BETZ et al., 1976) benétigen alle Zellen des Korpers
Insulin, um Glukose, das Hauptsubstrat der Energiegewinnung, in ausreichender
Menge in die Zellen aufnehmen zu konnen. Fehlt dieses Hormon, kommen zwei
verschiedene Pathomechanismen in Gang und fithren zum klinischen Bild eines
Diabetes mellitus. FEinerseits fehlt die Glukose in den Korperzellen zur
Energiegewinnung, andererseits fiihrt ein dauerhaft zu hoher Blutglukosespiegel
zu schweren Folgeschédden an vielen Organsystemen. Ein Mangel an Insulin kann
einerseits durch eine zu geringe oder fehlende Sekretion der [B-Zellen des
Pankreas zustande kommen und somit ,,absolut sein, andererseits durch eine
periphere Insulinresistenz bedingt sein, die den Bedarf an Insulin erh6ht und so zu
einem ,relativen“ Mangel dieses Hormons flihrt. Beide Formen kommen bei
vielen Séugetierspezies einschlieBlich des Menschen und des Hundes vor
(RUOFF et al., 1986; STOKES, 1986; TANIYAMA et al., 1993; RAND et al,,
2004; KAPLAN & WAGNER, 2006), und trotz teils unterschiedlicher
Pathogenese fithren beide Mechanismen zum gleichen klinischen Bild des
Diabetes mellitus (D. m.) mit den Kardinalsymptomen Polydipsie, Polyurie,
Polyphagie und Gewichtsverlust. Unbehandelt kann D. m. zur diabetischen
Ketoazidose (DKA) und schlieBlich zum Tode fithren (ROCHE et al., 2005).

1.1. Anatomie des Pankreas

Die Bauchspeicheldriise besteht aus einem exokrinen Anteil, der den
fermenthaltigen, zur Fett-, Kohlenhydrat- und Eiweiverdauung dienenden
Pankreassaft absondert und iiber einen oder mehrere Ausfithrungsginge mit dem
Duodenum verbunden ist, und ecinem endokrinen Anteil, der aus den
Langerhans’schen Inseln besteht und durch ein dichtes Kapillarnetz an den
Blutkreislauf angebunden ist. Beim Hund besteht das Pankreas aus einem kurzen

Korper, Corpus pancreatis, im Bereich der Pars cranialis duodeni und zwei nach
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kaudal verlaufenden Lappen, dem linken Lappen (Lobus pancreatis sinister), der,
den Pylorusteil des Magens begleitend, an Leber und Colon transversum sto3t und
meist die linke Niere erreicht, sowie dem rechten Lappen (Lobus pancreatis
dexter), der etwas ldnger und schlanker als der linke ist und parallel zur Pars
descendens duodeni nach kaudal verlduft und das Zdkum erreichen kann
(SCHUMMER & HABERMEHL, 1995).

1.2. Histologie des Pankreas

Die zwei unterschiedlichen Funktionen des Pankreas spiegeln sich auch im
unterschiedlichen histologischen Aufbau seiner beiden Anteile wieder. Wéhrend
der exokrine Anteil in seiner Morphologie der Ohrspeicheldriise dhnelt, liegt der
endokrine Anteil in ovalen bis runden Zellhaufen im exokrinen Gewebe verteilt
und besitzt keine Ausfithrungsginge. Der exokrine Anteil (Pars exocrina
pancreatis) ist eine tubuloazindse serdse Driise, deren Sekret in Zymogengranula
gespeichert wird. Mehrere proteinsynthetisierende Driisenzellen bilden ein
Endstiick (Azinus), das tliber ein Schaltstiick (Ductus intercalatus) an das
Ausfiihrungsgangsystem des Pankreas angeschlossen ist. Die Schaltstiicke
miinden in intralobuldre Ausfiihrungsgéinge (Ductus interlobulares), die zu
interlobdaren Ausfiihrungsgingen zusammenflieBen und schlieBlich {iber zwei
Ausfiihrungsginge (Ductus pancreatici) ins Duodenum miinden. Im
Hungerzustand werden in den Driisenzellen viele Zymogengranula gebildet, die
nach Futteraufnahme (stimuliert durch den Nervus vagus und die Hormone
Gastrin, Sekretin und Cholezystokinin) ihr (noch inaktives) Sekret via Exozytose
in das Schaltstiick entleeren. Erst die Enzyme der Darmschleimhaut aktivieren die
Bestandteile des Pankreasfermentes durch tryptische Spaltung. Der endokrine
Anteil (Pars endocrina pancreatis) besteht aus 1 - 2 Millionen Zellhaufen von 100
- 500 um GroBe und etwas hellerer Farbe, den sogenannten Langerhans’schen
Inseln (Insulae pancreaticae), die im exokrinen Gewebe verstreut liegen. Circa 5 -
30 % der Inselzellen sind o-Zellen, die Glukagon produzieren und mit Silber
anfarbbare, elektronenmikroskopisch dichte Granula enthalten, sowie einen stark
gekerbten Kern besitzen. f-Zellen sezernieren Insulin, sind groBer als a-Zellen
und machen etwa 60-80 % der Population an Inselzellen aus. Thre Granula weisen
im Elektronenmikroskop eine kristalline Innenstruktur auf. Die Rolle der C-
Zellen, die keine Granula erkennen lassen, in den Langerhans’schen Inseln ist
unklar, moglicherweise handelt es sich um undifferenzierte Stammzellen oder um

inaktive o- oder B-Zellen. 8-Zellen produzieren Somatostatin, das in unter dem
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Elektronenmikroskop homogen opaken, kleinen Granula gespeichert wird und
machen etwa 5 % der Inselzellen aus. Die kleinste und sehr heterogene Gruppe
der endokrinen Pankreaszellen, die PP-Zellen, sezernieren
gastroenteropankreatische Polypeptidhormone, zum Beispiel das Pankreas-
Polypeptid (PP) oder das vasoaktive intestinale Polypeptid (VIP). Die endokrinen
Zellen des Pankreas sind von einem dichten Netz von fenestrierten Kapillaren
umgeben und geben ihr Sekret durch Exozytose an den Blutkreislauf ab. Sie sind
in der Himatoxylin-Eosin-Fiarbung nicht zu unterscheiden, lassen sich jedoch sehr
gut anhand der immunhistochemischen Férbung der von ihnen gebildeten
Hormone identifizieren (MOSIMANN & KOHLER, 1990; SINOWATZ, 2000;
BOCK & LIEBICH, 2004).

1.3. Insulin

Insulin ist ein Peptidhormon mit groBer Homologie zwischen den verschiedenen
Sdugetierspezies. Hundeinsulin ist in seiner Sequenz identisch mit
Schweineinsulin (www.ebi.ac.uk/swissprot). Es wirkt {iber seinen Rezeptor
sowohl auf die Glukosehomdostase als auch auf den Metabolismus von Fetten,
Proteinen und Ketonkdrpern.

1.3.1. Insulinbildung und Insulinsekretion

Insulin wird als pra-pro-Insulin in den B-Zellen des Pankreas gebildet und besteht
beim Hund aus 106 Aminoséduren, die eine Signalsequenz sowie eine A-und eine
B-Kette bilden, die von einem Zwischenglied, dem sogenannten C-Peptid
verbunden werden. Durch Abspaltung der Signalsequenz und Bildung von drei
Disulfidbriicken wird das aus 82 Aminosduren bestehende Proinsulin gebildet. Im
weiteren Verlauf wird das C-Peptid abgespalten und das so entstandene, beim
Hund aus 51 Aminosduren bestehende Insulin (SMITH, 1966) als Hexamer an ein
Zinkion gebunden in Granula an der Zelloberfliche gespeichert und als Reaktion
auf einen steigenden Blutzuckerspiegel zusammen mit dem C-Peptid in
dquimolaren Mengen in den Blutkreislauf sezerniert. Da die Bildung von Insulin
aus seinen Vorldufern durch sogenannte Prohormon-Konvertasen erst in den
Speichergranula geschieht, wird bei rascher Insulinsekretion auch Proinsulin in
den Blutkreislauf ausgeschiittet; es hat jedoch wenig biologische Aktivitit.
Weiterhin gelangen verschiedenste Proteine aus den Granula in die Zirkulation.
Den meisten wird eine Rolle beim Herstellen optimaler Speicher- und
Prozessierungsbedingungen fiir das Insulin zugeschrieben. Es ldsst sich jedoch

nicht ausschlieBen, dass einige von ihnen auch biologische Aktivitit zeigen. Eines
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davon, das Amylin kann zur Zerstorung von f-Zellen durch Amyloid-
Ablagerungen bei Insulinresistenz und nachfolgender Hypersekretion flihren
(GOODMAN, 2003).

1.3.2. Insulinwirkung

Insulin vermittelt {iiber seinen Rezeptor und nachfolgende Aktivierung
sogenannter ,,second messenger sowohl kurzfristige als auch ldngerfristige
Wirkungen. Der Insulinrezeptor besteht aus zwei a- und zwei B-Untereinheiten.
Diese aktivieren durch Phosphorylierung Substrate der
Signaltransduktionskaskade in der Zelle. Eins der wichtigsten Substrate, die
aktiviert werden ist die Phosphatidyl-Inositol-3-(PI-3)-Kinase. Sie ist
hauptverantwortlich fiir die Translokation von GLUT 4-
Glukosetransportermolekiilen aus dem Zytoplasma an die Zellmembran und damit
fir die Aufnahme von Glukose in die Zelle sowie fiir die Zunahme der
Glykogensynthese. Eine weitere iiber second-messenger-Kaskaden vermittelte
Insulinwirkung ist die Forderung der Proteinsynthese. Langfristig reguliert Insulin
iiber bisher kaum bekannte Regulationsproteine die Expression von mehr als 150
Genen. Insulin bewirkt insgesamt also eine Aufnahme von Glukose aus dem Blut
in die Zellen, eine Zunahme der Glykogen- und Proteinsynthese in der Zelle
sowie die Expression vieler verschiedener, bisher nicht vollstindig
charakterisierter Gene hauptsdchlich des anabolen Stoffwechsels (CHEATHAM
& KAHN, 1995; GOODMAN, 2003).

1.4. Pathophysiologie des Insulinmangels

Nicht nur die direkten Auswirkungen eines Insulinmangels auf den Lipid-,
Protein- und Glukosemetabolismus in der Zelle, sondern auch der intrazellulare
Glukosemangel und die Folgen der Hyperglykdmie sind fiir die klinischen
Symptome des D. m. und der DKA verantwortlich.

1.4.1. Auswirkungen des Insulin- und Glukosemangels in der Zelle

Durch den Mangel an Insulin fehlt das Signal zur Translokation von GLUT4-
Glukosetransportern aus dem Cytosol an die Zellmembran von Muskelzellen,
Adipozyten und Leberzellen. Dadurch ist eine Glukoseaufnahme in diese Zellen
nur noch in sehr geringem Ausmall moéglich. Unabhingig vom Blutglukosespiegel
oder dem Vorhandensein von Glukose in der Zelle wirkt Insulin hemmend auf die
Lipolyse und die Ketogenese (SONKSEN & SONKSEN, 2000).

In der Leber wird physiologischerweise Glukose in Glykogen umgewandelt und

zur Energiespeicherung verwendet. Liegt ausreichend Glukose in der Zelle vor,
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wird unter Insulineinfluss ein Teil der Glukose und der mit der Nahrung
aufgenommenen Lipide in Triacylglycerin umgewandelt, das der Fettspeicherung
dient. Fehlt nun Glukose in der Leberzelle und iiberwiegen insulinantagonistische
Hormone, kommt es in der Leberzelle zur Glukoneogenese aus Aminoséduren, zur
Glykogenolyse und zur gesteigerten B-Oxidation von Fettsduren. Hierbei entsteht
vermehrt Acetyl-CoA, welches normalerweise zusammen mit Oxalazetat dem
Citratzyklus zugefiihrt wird und somit zur Energiegewinnung dient. Da bei
Glukosemangel die Zwischenprodukte des Citratzyklus der Glukoneogenese
dienen und damit zuwenig Oxalazetat vorhanden ist, kann das Acetyl-CoA nicht
dem Citratzyklus zugefiihrt werden und wird zu KetonkOrpern metabolisiert
(LEHNINGER et al., 1994; LOFFLER, 2005).

In der Muskelzelle wird nicht sofort verbrauchte Glukose unter Insulineinfluss zu
Glykogen metabolisiert. Da das Muskelgewebe etwa 50 % der Korpermasse
ausmacht, sind die Muskelzellen fiir den groten Anteil der durch
Insulinausschiittung aus dem Blut entnommenen Glukose verantwortlich. Fehlt
nun Glukose als Brennstoff in der Zelle und Insulin als anaboles Hormon, werden
freie Fettsduren und nach einiger Zeit Ketonkdrper zur Energiegewinnung heran
gezogen, und Muskelproteine werden abgebaut, um in der Leber der
Glukoneogenese zugefiihrt zu werden (GOODMAN, 2003).

In Adipozyten fiithrt ein Mangel an Glukose und Insulin zur Hemmung der
Triacylglycerinsynthese und Steigerung der Lipolyse mit Freisetzung von
Glycerin und nichtveresterten Fettsduren ins Blut, die in der Leber zu den
Ketonkorpern Azeton, Azetoazetat und B-Hydroxybutyrat verstoffwechselt
werden. Ketonkorper konnen als alternative Energiequelle im Gehirn und in der
Muskelzelle fungieren. Thr Vorhandensein im Blut kann jedoch aufgrund ihrer
Funktion als schwache Séuren zur metabolischen Azidose fithren und in héheren
Konzentrationen zu einer schweren Stoffwechselentgleisung, der DKA. Diese
kann zum diabetischen Koma und unbehandelt zum Tode fithren (SONKSEN &
SONKSEN, 2000)

Die einzigen Zellen des Hundegehirns, die zur Glukoseaufnahme Insulin
bendtigen, sind die des Sittigungszentrums in der ventromedialen Region des
Hypothalamus. Unter physiologischen Bedingungen hemmen sie das
Fiitterungszentrum in der lateralen Region des Hypothalamus, solange der
Blutzuckerspiegel ausreichend hoch ist. Das Fiitterungszentrum ist verantwortlich

fiir die Regulation des Fressverhaltens. Es ist dauernd aktiv und kann nur
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voriibergehend durch das Séttigungszentrum gehemmt werden. Je mehr Glukose
in die Zellen des Sattigungszentrums gelangt, desto weniger tritt ein Hungergefiihl
auf. Bei relativem oder absolutem Insulinmangel gelangt nur wenig Glukose in
die Zellen des Sittigungszentrums, so dass keine Hemmung des
Flitterungszentrums auftritt und trotz Hyperglykdmie ein dauerndes, beim Hund
zur Polyphagie flihrendes Hungergefiihl auftritt (FELDMAN & NELSON, 2004).
1.4.2. Auswirkungen eines dauerhaft hohen Blutglukosespiegels

Die Blutglukose wird in der Niere frei durch das Glomerulum filtriert und im
proximalen Tubulus riickresorbiert (SILVERMAN & TURNER, 1992). Die
Riickresorptionskapazitdt der Tubuli liegt beim Hund bei 10 - 12 mmol/l. Dieser
Wert wird als ,Nierenschwelle® bezeichnet. Wird diese Glukosekonzentration im
Blut iiberschritten, tritt die tiberschiissige Glukose in den Urin iiber. Dort bindet
sie durch ihre osmotische Wirksamkeit Wasser und verhindert im distalen
Tubulus und in den Sammelrohren die Riickresorption von Wasser ins
Blutgefisystem des Nierenmarks. Diese osmotische Diurese flihrt zur Polyurie
und zu einer kompensatorischen Polydipsie. Eine Iso- oder Hyposthenurie liegt
trotz der groBen Produktion verdiinnten Urins normalerweise nicht vor, da die mit
ausgeschiedene Glukose das spezifische Gewicht des Urins erhdht (HESS et al.,
2000).

Die Glukosurie und die osmotische Diurese entziechen dem Ko&rper nicht nur
Energie in Form von Glukose, sondern es werden auch Natrium- und
Chloridionen mit ausgeschwemmt, so dass dem Korper diese Elektrolyte entzogen
werden. Die Natrium-Blutspiegel bleiben jedoch iiber lange Zeit konstant, da das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System zur erhohten Natriumriickresorption an
den Nierentubuli fiihrt. Aldosteron hingegen fiihrt zu einer verminderten
Kaliumriickresorption, so dass es auf Dauer zu einer Verarmung des Korpers an
Natrium und Kalium kommt (HESS et al., 2000, SONKSEN & SONKSEN,
2000).

Glukose kann durch eine irreversible, nicht enzymatisch katalysierte Reaktion an
Proteine und Nukleinsiduren kovalent binden. Diese sogenannte Glykierung, auch
als Maillard-Reaktion bezeichnet (RAHBAR, 2005), fiihrt zur Bildung von
»advanced glycosylated endproducts® (AGEs) (CERAMI et al., 1988). Eine
dauerhaft zu hohe Blutglukose fiihrt dann zu einem Uberschuss an AGEs, die
unter anderem Serumproteine an die extrazelluldre Matrix binden und so zu

Schiden an den Gefilen im Gehirn, im Herzen und den peripheren Kapillaren
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sowie zur Verengung der Kapillaren im Glomerulum und der Retina fiihren
konnen. Diese biochemische Reaktion trdgt vermutlich zu einem groBen Teil der
beim Menschen bekannten und gefiirchteten Langzeitschiden des D. m. wie
Arteriosklerose, diabetische Nephropathie und diabetische Retinopathie bei
(VLASSARA et al., 1986).

Da alle diese Komplikationen sich erst im Laufe mehrerer Jahrzehnte ausbilden,
sind sie fiir den Hund klinisch weniger bedeutsam (FELDMAN & NELSON,
2004). Die fiir den Hund relevanten Spétfolgen des D. m. werden in Abschnitt
1.6.3. abgehandelt. Bei normalen Blutzuckerspiegeln werden nur etwa 3 % der
Glukose iiber den sogenannten Sorbitol-Weg durch das Enzym Aldose-Reduktase
zu Sorbitol und schlieBlich zu Fruktose abgebaut. Im hyperglykédmischen Zustand
erhoht sich dieser Wert auf bis zu 30 %. Da beim Abbau von Glukose iiber den
Poly-Inositol-Weg NADPH (reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid)
verbraucht wird, entsteht in der Zelle ein NADPH-Mangel. NADPH ist ein
Substrat fiir die Glutathion-Peroxidase, die die Zelle vor freien Radikalen und
damit vor Schidigung durch oxidativen Stress schiitzt. Auf diesem Weg konnte
eine erhohte Aktivitdt der Aldose-Reduktase, von der vermutet wird, dass sie auch
an der Bildung von AGEs beteiligt ist, zur Schddigung von GefdBBendothelien und
damit zu den oben genannten Komplikationen des D. m. beim Menschen
beitragen (SRIVASTAVA et al., 2005). Auch diese Mechanismen scheinen beim
caninen D. m. aufgrund der kurzen Lebensspanne des Hundes von
untergeordneter Bedeutung zu sein, der Sorbitol-Weg scheint jedoch bei der
Bildung von diabetischen Katarakten sowohl beim Hund als auch beim Menschen
eine wichtige Rolle zu spielen (LIGHTMAN, 1993; WILKIE et al., 2006).

1.5. Epidemiologie des caninen Diabetes mellitus

Laut einer US-amerikanischen Studie, die iiber die Jahre 1970 - 1999 retrospektiv
die Rassenverteilung von Hunden mit D. m. mit der Rassenverteilung von
Hunden, die aus anderen Griinden an derselben Klinik vorgestellt wurden,
verglich, hatten zwolf Rassen ein besonders hohes Risko, einen D. m. zu
entwickeln (Australischer Terrier, Mittelschnauzer, Samoyede, Zwergschnauzer,
Fox Terrier, Keeshond, Bichon Frise, Finnenspitz, Cairn Terrier, Zwergpudel,
Sibirischer Husky, Toy-Pudel). Die Mehrzahl der Hunde war zum Zeitpunkt der
Diagnose zwischen fiinf und zehn Jahren alt, die hochste Prévalenz hatte D. m. in

der Altersklasse zwischen elf und 15 Jahren (GUPTILL et al., 2003).
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Eine andere US-amerikanische Studie, die 221 Hunde mit D. m. mit allen Hunden
(insgesamt 42882) der gleichen Rasse, die im selben Zeitraum (1993 - 1998) aus
anderen Griinden vorgestellt wurden, verglich, kam zu einem &hnlichen Ergebnis.
Hier waren die Rassen mit einem erhdhten Diabetes-Risiko Samoyede,
Zwergschnauzer, Zwergpudel, Mops sowie Toy-Pudel (HESS et al., 2000). In der
englischen Hundepopulation konnten zehn Rassen mit einem erhdhten Diabetes-
Risiko festgestellt werden (Samoyede, Tibet Terrier, Cairn Terrier, Yorkshire
Terrier, Zwergschnauzer, Border Terrier, Zwergpudel, Border Collie, Cavalier
King Charles Spaniel und Westhighland White Terrier). Hier lag der Median des
Alters bei Erstdiagnose bei 9 Jahren, die Pravalenz von D. m. war 0,32 % . Die
Neuerkrankungen wiesen ein saisonales Muster auf, in den Wintermonaten wurde
D. m. hdufiger diagnostiziert als in den Sommermonaten; im Januar traten mit
Abstand am meisten Neuerkrankungen auf (CATCHPOLE et al, 2005;
DAVISON et al., 2005). In allen drei Studien wurden iibereinstimmend Boxer,
Deutscher Schéferhund und Golden Retriever als Rassen mit einem besonders
niedrigen Diabetes-Risiko erkannt (HESS et al., 2000; GUPTILL et al., 2003;
CATCHPOLE et al.,, 2005). Fir Deutschland liegen bislang keine Daten zur
Rassenverteilung, Priavalenz und zum Alter der Erstdiagnosestellung vor.

1.6. Klinische Aspekte des caninen Diabetes mellitus

Hunde mit D. m. werden in der Kleintierpraxis meist wegen der fiir den Besitzer
unter Umsténden sehr ldstigen Polyurie und der auffdlligen Polydipsie vorgestellt.
Gewichtsabnahme trotz guter Futteraufnahme ist ebenfalls ein héufiger
Vorstellungsgrund , die meistens ebenfalls bestehende Polyphagie stellt hingegen
fiir die wenigsten Hundebesitzer einen Grund dar, den Tierarzt zu konsultieren.
Sie wird hdufig nicht als Krankheitssymptom wahrgenommen (PLOTNICK &
GRECO, 1995).

1.6.1. Diagnose

Diagnostiziert wird D. m. beim Hund durch die Kombination aus den eben bereits
genannten Leitsymptomen Polydipsie/Polyurie mit den typischen Laborbefunden.
Eine persistente Niichternhyperglykdmie in Kombination mit Glukosurie ist
beweisend fir D. m. (GRECO, 2001). Die persistente Niichternhyperglykdmie
kann durch wiederholte Blutglukosemessungen oder, einfacher, durch die
Messung des Fruktosamin-Wertes dokumentiert werden. Fruktosamin wird durch
die irreversible Glykierung von Serum-Albumin gebildet und reprisentiert beim

Hund den Blutzuckerspiegel der letzten acht bis zehn Tage (REUSCH et al.,
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1993). Da bei Insulinmangel durch eine verstérkte Lipolyse im Blut vermehrt freie
Fettsduren anfallen, ist Hyperlipiddmie ein hiufig zu beobachtender Laborbefund.
Die Hyperlipiddmie fithrt zu einer verstdrkten Fetteinlagerung in die Leber und
damit zu einer hepatischen Lipidose (JAMES & DAY, 1999). Diese fiihrt zur
Erhohung der Aktivitit der Leberenzyme Alkalische Phosphatase (AP) und
Alanin-Aminotransferase (ALT). In einer Studie mit 208 Hunden mit D. m.
wiesen 90 % aller Hunde eine Erhohung der Aktivitdt der AP und 78 % eine
Erhohung der Aktivitit der ALT auf, bei 42 % der Hunde war das Serum
lipdmisch (HESS et al., 2000).

1.6.2. Zugrundeliegende Erkrankungen

Hormonelle Einfliisse, Medikamentengaben und Erkrankungen des Pankreas
sowie anderer Organe konnen zum D. m. fiihren. Prinzipiell ist ein auf
Insulinresistenz beruhender D. m. reversibel, und in den Fillen, in denen ein
Hyperadrenokortizismus oder ein erhohter Insulinbedarf im Didstrus vorliegen,
kann manchmal durch rechtzeitige Behandlung der Grundkrankheit bzw. sofortige
Kastration der Ubergang von einem transienten zu einem dauerhaft manifesten D.
m. vermieden werden. In den meisten Fillen sind jedoch bereits zu viele B-Zellen
durch  Glukosetoxizitdt oder  Erschopfung  ihrer  Sekretionskapazitit
zugrundegegangen, um eine ausreichende Insulinsekretion aufrecht zu erhalten, so
dass aus dem reversiblen, auf Insulinresistenz beruhendem D. m. ein irreversibler
Insulinmangeldiabetes wird (FELDMAN & NELSON, 2004; NORMAN et al.,
2006).

1.6.2.1.Akute und chronische Pankreatitis

Hiufige Krankheiten, die zur Zerstdrung der endokrinen Zellen des Pankreas und
damit zum Fehlen der Insulinsekretion fithren sind akute oder chronische
Pankreatitiden, selten kommen Neoplasien des exokrinen Pankreas vor
(ALEJANDRO et al., 1988). Eine akute Pankreatitis fiihrt dabei eher zur raschen
Zerstorung der B-Zellen und damit zu einer fehlenden Insulinsekretion,
wohingegen die chronische Pankreatitis als wichtigster Grund flir eine
entziindungsbedingte Insulinresistenz gilt (FELDMAN & NELSON, 2004).
1.6.2.2.Hyperadrenokortizismus

Glukokortikoide, entweder durch korpereigene Produktion entstanden oder
iatrogen zugefiihrt, fithren durch vermehrte Glykogenolyse und Glukoneogenese
zur Erhohung des Blutzuckerspiegels. Sie wirken so als Insulinantagonist und

konnen damit zum D. m. filhren. Weiterhin fithren Glukokortikoide zu einer
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peripheren Insulinresistenz, d. h. sie vermindern die Affinitit der
Insulinrezeptoren zu ihren Liganden (FLIER, 1983; SELMAN et al, 1997).
Hiufig 16st eine Nebennierenrindeniiberfunktion, beim Hund als Morbus Cushing
bezeichnet, durch die exzessive Kortisolproduktion einen sekunddren D. m. aus.
In einer Studie konnte bei 23 % aller Hunde mit D. m. eine Uberfunktion der
Nebennierenrinde diagnostiziert werden, und jeder Patient, dessen klinische
Symptome nicht auf Insulingabe ansprechen, sollte auf Hyperadrenokortizismus
getestet und gegebenenfalls behandelt werden (HESS et al., 2000).
1.6.2.3.Progesteroniiberschuss

Durch Insulinresistenz kommt es beim Gestationsdiabetes der Hiindin zu einem
erhohten Insulinbedarf und damit zu einem Insulinmangel in der Peripherie. In der
Milchdriise der Hiindin wird im Didstrus unter Progesteroneinfluss das
diabetogene Wachstumshormon GH gebildet, sowohl wéhrend der tatsdchlichen
Trachtigkeit als auch wihrend einer Pseudograviditit. Wie genau GH zu einer
Insulinresistenz fiihrt, ist bisher nicht geklirt, die Affinitdt der Insulinrezeptoren
zu ihrem Liganden ist nicht vermindert (FLIER, 1983). Es wird vermutet, dass
GH die Signaltransduktion des Insulinrezeptors verdndert, auch flihrt ein ldnger
anhaltender GH-Uberschuss zu einer Verminderung der Zahl der
Insulinrezeptoren (DOMINICI & TURYN, 2002). Auch das Progesteron selbst
und gestagenhaltige Medikamente, zum Beispiel zur Laufigkeitsunterdriickung,
konnen iiber bisher unbekannte Mechanismen eine diabetogene Wirkung ausiiben
(SELMAN et al., 1994; LIVINGSTONE & COLLISON, 2002; NORMAN et al.,
2006).

1.6.2.4.Entziindungen und Neoplasien

Genau wie jede Entziindung im Korper ein Grund fiir eine Insulinresistenz sein
kann, kann auch jede Art von Neoplasie eine Insulinresistenz durch Sekretion von
insulinantagonistischen Hormonen bedingen (SHOELSON et al, 2006). Da
Hunde mit D. m. im Schnitt dlter sind als die Gesamtpopulation aller Tiere, ist
auch das Auftreten von Tumorerkrankungen wahrscheinlicher (HESS et al.,
2000).

1.6.3. Begleitkrankheiten und Spitfolgen

Die am héufigsten gleichzeitig mit D. m. auftretenden Krankheiten sind
Hyperadrenokortizismus, akute oder chronische Pankreatitis,
Harnwegsinfektionen, Infektionen der Haut und der Ohren, sowie Katarakte.

Seltener wurden Neoplasien und Hypothyreose sowie diabetische Nephropathien
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festgestellt (HESS et al., 2000). Es miissen jedoch die oben bereits genannten,
moglicherweise ursdchlichen Krankheiten wie Hyperadrenokortizismus und
Pankreatitis, die D. m. auslosen konnen, von den Folgen des D. m., wie zum
Beispiel der Infektionsneigung des Harntraktes und eventuell der Haut sowie der
Katarakt abgegrenzt werden.

1.6.3.1.Pankreatitis

Chronische und akute Entziindungen der Bauchspeicheldriise nehmen eine
Zwischenstellung ein, da sie sowohl durch D. m. verursacht sein konnen als auch
durch Entziindungsprodukte und freiwerdende Fermente des exokrinen Pankreas
eine Zerstorung der B-Zellen und damit einen D. m. auslésen konnen (HESS et al.,
1999). Warum D. m. fiir Pankreatitiden pradisponiert, ist unklar, ein
Mechanismus konnte die Hyperlipiddmie sein, die beim Menschen als
Risikofaktor flir akute Pankreatitis gilt (TOSKES, 1990).
1.6.3.2.Harnwegsinfektionen

Bakterielle Infektionen der Harnwege, meistens des unteren Harntraktes, kommen
sehr hdufig bei Hunden mit D. m. vor. Eine Studie ergab, dass 21 % der von
Hunden mit D. m. genommenen Urinkulturen Bakterienwachstum zeigten, mit
Escherichia coli als hiufigstem Keim (HESS et al., 2000). Zwei Mechanismen
fithren zu einer erhdhten Anfélligkeit fiir Harnwegsinfektionen: Zum einen bietet
der Urin von Hunden mit D. m. durch den hohen Glukosegehalt gute
Lebensbedingungen fiir Bakterien, zum anderen zeigen Leukozyten von Hunden
mit schlecht kontrolliertem D. m. verminderte Adherenz an Endothelien und
gelangen damit schlechter an den Infektionsort als bei gesunden Hunden
(LATIMER & MAHAFFEY, 1984). Beim Menschen mit schlecht kontrolliertem
D. m. konnten auch verminderte intrazelluldre Aktivitit der Leukozyten gegen
Bakterien sowie verminderte Chemotaxis und Fihigkeit zur Phagozytose
nachgewiesen werden (BAGDADE et al., 1974).

Auch bakterielle Infektionen der Harnwege konnen eine Insulinresistenz
bedingen. Eine bakteriologische Untersuchung des Urins sollte daher regelméfig
im Rahmen der Therapiekontrollen durchgefiihrt werden.

1.6.3.3.Infektionen der Haut und der Ohren

Mindestens 30 % der Menschen mit D. m. entwickeln Hautkrankheiten (PEREZ
& KOHN, 1994). In retrospektiven Studien an Hunden wurde iiber eine Haufung
von Hautkrankheiten, vor allem bakteriellen Haut- und Ohrinfektionen sowie

Hautpilze und unspezifische Manifestationen wie Seborrhoe und Alopezie
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berichtet (DIEHL, 1995; HESS et al., 2000). Eine neuere Studie stellte jedoch
keinen besonderen Zusammenhang zwischen Hauterkrankungen beim Hund und
D. m. her, sondern fiihrte die frither festgestellten Erkrankungen auf bereits
bestehende, andere Grunderkrankungen wie beispielsweise  Allergien,
Hyperadrenokortizismus oder Behandlung mit Glukokortikoiden zuriick (PEIKES
et al., 2001).

1.6.3.4.Katarakt

Triibungen der Augenlinse, als Katarakt bezeichnet, sind eine der héufigsten
Begleiterkrankungen des caninen D. m.. Ein halbes Jahr nach Diagnosestellung
entwickeln die Hélfte aller Hunde eine Katarakt, ein Jahr nach Diagnosestellung
sind es bereits 75 % (BEAM et al., 1999).

Der Anstieg der Blutglukosekonzentration flihrt zu einer vermehrten Diffusion
von Glukose in die Linse und zur Sittigung des normalen Abbauweges, der
Glukose anaerob zu Laktat verstoffwechselt. Die iiberschiissige Glukose wird
dann iiber den Sorbitol-Abbauweg mit Hilfe der Aldose-Reduktase und der
Sorbitol-Dehydrogenase iiber Sorbitol zu Fruktose metabolisiert. Da Sorbitol und
Fruktose die Linsenkapsel im Gegensatz zu Glukose nicht frei passieren konnen,
reichern sie sich in der Linse an und wirken hydrophil. Nachfolgend stromt
Wasser in die Linse ein, die Linsenfasern schwellen an und konnen rei3en. Dies
fithrt zu einer Triibung der Linse und zur Blindheit (FELDMAN & NELSON,
2004; WILKIE et al., 20006).

Durch operative Entfernung der getriibten Linse mittels Phacoemulsifikation mit
oder ohne Einsetzen eines intraokularen Linsenimplatates kann meist die
Sehfahigkeit wieder hergestellt werden. Es sollte jedoch die Erhaltung der
Retinafunktion mittels Elektroretinographie préoperativ iiberpriift werden
(WILKIE et al., 2006).

1.6.3.5.Diabetische Nephropathie

Bei 30 - 40 % aller humanen D.-m.-Patienten entwickelt sich eine diabetische
Nephropathie. Sie ist damit der hiufigste Grund fiir terminales Nierenversagen
und Dialysebediirftigkeit in der Humanmedizin (STRIPPOLI et al., 2003). Die
Atiologie ist multifaktoriell und noch nicht im Detail aufgeklirt. Eine genetische
Pradisposition scheint zu bestehen. Sowohl die Hyperglykdmie selbst als auch
durch diese ausgeloste Verdnderungen der Hidmodynamik flihren zur
Nierenschiddigung. Durch Aktivierung der Proteinkinase C und erhohte

Produktion von AGEs, sowie durch glomerulire Hyperfiltration und



II. Literaturiibersicht 14

Mikroalbuminurie kommt es zur vermehrten Produktion von Transforming
Growth Faktor B (TGF-B). Dieser Wachstumsfaktor ist verantwortlich fiir eine
verstdrkte extrazelluldre Ablagerung von Matrixproteinen im Glomerulum; damit
kommt es zu einer Verdickung der Basalmembran und zur Expansion des
Mesangiums (SCHENA & GESUALDO, 2005). Da die Dauer der initialen Phase
circa fiinf Jahre betrdgt und die diabetische Nephropathie erst nach circa 20 Jahren
voll ausgeprigt ist, tritt sie aufgrund der kiirzeren Lebensspanne der Haushunde
nur sehr selten auf (STRIPPOLI et al., 2003; FELDMAN & NELSON, 2004).
1.6.3.6.Diabetische Ketoazidose

Die DKA ist die lebensbedrohliche Entgleisung des Korperstoffwechsels aufgrund
eines unbehandelten oder schlecht eingestellten D. m., charakterisiert durch die
biochemische Trias aus Hyperglykdmie, Azidose und Ketose. Wie bereits
beschrieben, fiihrt ein Insulin- und Glukosemangel in den peripheren Kdrperzellen
zu verstdrkter Lipolyse und zur Bildung von Ketonkdrpern in der Leber, da die
anfallenden freien Fettsduren zu Acetyl-CoA oxidiert werden, welches aufgrund
des Glukosemangels in der Zelle jedoch nicht dem Citratzyklus zugefiihrt werden
kann und zu den schwachen Sduren Azeton, Azetoazetat und B-Hydroxybutyrat
verstoffwechselt wird. Durch erh6hte Konzentrationen an insulinantagonistischen
Hormonen (vor allem Glukagon und Glukokortikoiden) wird dieser Effekt noch
verstiarkt und es kommt durch verstirkte Glukoneogenese und Glykogenolyse zu
einer weiteren Erhohung des Blutzuckerspiegels. Dies fiihrt zur osmotischen
Diurese, Elektrolytverlust und zur Dehydratation (SONKSEN & SONKSEN,
2000; GOODMAN, 2003).

Ketonkorper konnen von vielen Korperzellen, unter anderem im Gehirn, zwar zur
Energiegewinnung herangezogen werden, werden sie aber im Uberschuss gebildet
tragen sie zur schweren Entgleisung des Korperstoffwechsels bei. Sie wirken als
schwache Sduren und fiihren deswegen zur Erschopfung der Puffersysteme im
Blut und damit zur metabolischen Azidose. Sie werden frei durch das
Glomerulum filtriert und verstdrken durch ihre Hydrophilie die osmotische
Diurese. Durch die negative Ladung der Ketonkorper werden Kationen wie
Natrium und Kalium, aber auch Kalzium und Magnesium aus dem Blut in den
Urin sezerniert, um die Elektroneutralitdt des Blutes aufrecht zu erhalten. Damit
kommt es zu einer Verarmung des Korpers an Natrium und Kalium und zu einer
weiteren, starken Austrocknung. Bei fehlendem Glukoseeinstrom in die

Korperzellen kann kein Kalium in die Zelle gelangen, da dies mit Hilfe eines
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Glukosecotransporters geschieht. Die Blutazidose fiihrt zu einer Verlagerung des
intrazelluldren Kaliums ins GefaBsystem im Austausch mit Wasserstoffionen, und
dadurch zu einer weiteren Verarmung der Kaliumspeicher im Gewebe.

Im Vordergrund der Pathogenese der DKA stehen die von den Ketonkdrpern
verursachte, teils schwere metabolische Azidose sowie Elektrolytverluste und eine
hochgradige zellulire Dehydratation. Die Azidose und der Elektrolytverlust
kénnen durch Reizung der Chemorezeptortriggerzone zu Ubelkeit und Erbrechen
fithren und so die Dehydratation weiter verstdrken. Die Dehydratation kann durch
periphere Minderdurchblutung zu Laktatbildung im Gewebe fithren, welche die
Azidose noch weiter verstdarken kann. Unmittelbare Folgen der Dehydratation sind
ein Absinken der glomeruldren Filtrationsrate und eine prirenale Azotdmie. Dies
vermindert die Exkretion von Glukose und Ketonkorpern in den Urin und flihrt zu
einem weiteren Anstieg der Plasmaosmolalitidt. Dadurch stromt Wasser aus den
Zellen in die Blutgefdsse, durch diese zelluldre Dehydratation kommt es zu
Bewusstseinstriibungen bis hin zum diabetischen Koma. Klinische Zeichen einer
DKA beim Hund sind, neben den Symptomen eines D. m., Verschlechterung des
Allgemeinbefinden und des Bewusstseinreduktion bis hin zum Koma, Anorexie,
Erbrechen und Dehydratation (MACINTIRE, 1995).

Die Diagnose wird aufgrund der klinischen Symptome in Verbindung mit der
Diagnose eines D. m. und der Dokumentation von Ketonkdrpern in Urin oder
Serum gestellt. Da hiufig eine durch Begleitkrankheiten (Pankreatitis,
Infektionen, Hyperadrenokortizismus) ausgeloste Insulinresistenz fiir das
Entstehen einer DKA verantwortlich ist, miissen eventuell weitergehende
diagnostische Maflnahmen ergriffen werden. Das Hauptaugenmerk bei der
Behandlung muss, neben der addquaten Blutzuckerkontrolle durch
schnellwirksames  Insulin, auf dem  Ausgleich der Azidose, des
Fliissigkeitsdefizites und der Elektrolytimbalancen liegen. Hierzu ist eine stindige
Uberwachung des Blutzuckerspiegels, des Siure-Basen-Haushaltes und der
Elektrolytkonzentrationen im Blut und ggf. hdufige Therapieanpassung notig. Die
Mortalitdt der DKA liegt trotz Intensivbehandlung beim Hund bei circa 30 % ,
unbehandelt endet sie immer todlich (FELDMAN & NELSON, 2004; NELSON,
2005; HUME et al., 2006).

1.7. Behandlung des caninen Diabetes mellitus

Diabetische Hunde sind fast immer auf exogene Zufiihrung von Insulin

angewiesen, um Hyperglykdmie und diabetische Ketoazidose zu vermeiden
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(DAMINET, 2003). Auch im Falle einer transienten Insulinresistenz kommt es
normalerweise  sekunddr zu einer  irreversiblen = Erschopfung  der
Sekretionskapazitdt der B-Zellen, so dass auch hier eine lebenslange exogene
Insulinzufuhr vonnéten ist. Orale Antidiabetika sind beim Hund aus diesen
Griinden nicht wirksam, da keine ausreichende Rest-Insulinsekretion der B-Zellen
mehr besteht. Die Therapie des caninen D. m. besteht aus Insulintherapie und
begleitender Fiitterungsumstellung (FELDMAN & NELSON, 2004; HESS,
2006).

1.7.1. Insulinarten

Die auf dem Markt befindlichen Insulinarten zur subkutanen Injektion
unterscheiden sich durch ihre Herkunft (Schwein, Rind, gentechnische
Herstellung) und ihre Wirkung (Einsetzen der Wirkung nach subkutaner Injektion,
Dauer, Intensitit). Je kiirzer die Wirkdauer, desto stdrker ist die initiale
Insulinwirkung. Die am héufigsten verwendeten Insulin-Arten sind Isophan-
Insulin (NPH), Lente- und Ultralente-Insulin sowie Protamin-Zink-Insulin (PZI).
NPH und PZI enthalten das Fischprotein Protamin und Zink, um die Absorption
des Insulins zu verzogern und somit die Insulinwirkung zu verldngern. Die Lente-
und Ultralente-Insuline enthalten kein Fremdprotein, sondern erreichen die
langsamere Resorption im Korper durch Bildung von Kristallen unterschiedlicher
GroBe und durch unterschiedlichen Zink-Gehalt. Glargine ist ein rekombinant
hergestelltes ultra-langwirksames Insulin, dessen langsamere Absorption auf einer
Anderung in der Aminosiurensequenz und damit einen Anstieg des
isoelektrischen Punktes und somit einer schlechteren Loslichkeit im subkutanen
Gewebe beruht (FELDMAN & NELSON, 2004).

Beim Hund wird meist mit einer subkutanen Injektion eines mittellang wirksamen
(Lente-)Insulins begonnen, das aus Schweine-Pankreata gewonnen wird. Lente-
Insulin besteht zu 30 % aus kurzwirksamem Insulin und zu 70 % aus
langwirksamem, mikrokristallinen Insulin (MONROE et al, 2005). Da
Caninsulin®” (Fa. Intervet, Unterschleissheim, Deutschland) momentan das einzige
auf dem deutschen Markt fiir Hunde zugelassene Insulin-Praparat ist
(www.vetidata.de), muss aus arzneimittelrechtlichen Griinden die initiale
Behandlung mit diesem Medikament erfolgen. Wenn jedoch die Behandlung mit
Caninsulin® nicht erfolgreich ist, und somit Indikation fiir ein linger wirksames

oder anders strukturiertes Insulin gegeben ist, darf dieses verabreicht werden.
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1.7.2. Beginn der Insulintherapie

Der Niichternblutzuckerspiegel wird gemessen. Dann werden nach der Fiitterung
0,25 Internationale Einheiten (International Units, IU)/kg Korpergewicht (KG)
Caninsulin® subkutan injiziert. Nach vier bis sechs Stunden, dem vermuteten
Nadir (dem Zeitpunkt des niedrigsten Blutglukosespiegels), wird erneut der
Blutglukosespiegel gemessen. Falls die Blutglukosekonzentration unter 4,5
mmol/l liegt, muss die Insulindosis reduziert werden. Falls nicht, wird nach zwolf
Stunden, nach erneuter Blutglukosemessung die gleiche Insulindosis appliziert.
Normalerweise kann der Patient nach 24 Stunden wieder aus der Klinik entlassen
werden, so lange keine DKA vorliegt, die einen lingeren stationidren Aufenthalt
und intensive Therapie erfordert. Da der Korper einige Tage braucht, um sich an
die Insulinapplikation anzupassen, erfolgt die genaue Dosiseinstellung erst im
Laufe der folgenden Wochen. Der Besitzer muss dariiber informiert werden, dass
erst nach ca. vier bis sechs Wochen mit einer vorldufigen stabilen Einstellung der
Insulindosis seines Hundes zu rechnen ist und dass sowohl die Insulindosierung,
als auch der Typ des verwendeten Insulins und die Héaufigkeit der Applikation
sich wéahrend dieser Zeit noch dndern konnen. Der erste Kontrolltermin sollte
nach einer Woche nach Therapiebeginn erfolgen (BENNETT, 2002).

Der Kontrolltermin sollte zum Zeitpunkt der morgendlichen Insulininjektion
stattfinden. Neben einer kompletten klinischen Untersuchung und der Erhebung
des Korpergewichts des Hundes wird der Besitzer nach seiner Einschitzung der
Trink- und Urinmenge und des Allgemeinbefindens seines Hundes sowie der
Praktikabilitdit der tédglichen Injektionen befragt. Nachdem dann der
Niichternblutzuckerwert gemessen wurde, sollte nach der Fiitterung der Besitzer
selbst die Insulininjektion zur gewohnten Uhrzeit unter Aufsicht des Tierarztes
vornehmen, um eventuelle Applikationsfehler erkennen und beheben zu konnen.
Danach wird das Tier stationdr aufgenommen und zum ersten Mal ein
Zwdlfstunden-Blutzuckertagesprofil angefertigt, indem alle zwei Stunden der
Blutglukosespiegel gemessen wird (BENNETT, 2002; FELDMAN & NELSON,
2004; NELSON, 2005).

1.7.3. Kontrolle des Behandlungserfolgs

Da jeder Patient anders auf die gleiche Insulindosis reagiert und unterschiedliche
Stoffwechsellagen beim gleichen Patienten Anpassungen der Insulindosis
notwendig machen, sind hiufige Kontrollen zur zufriedenstellenden Einstellung

eines diabetischen Patienten notwendig. Hierzu werden als diagnostische
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Kriterien neben der klinischen Besserung Blutzuckertagesprofile und der
Fruktosaminwert heran gezogen.

1.7.3.1.Beurteilung eines Blutzuckertagesprofils

Idealerweise sollten alle Werte eines Blutzuckertagesprofils zwischen 5,5 und 14
mmol/1 liegen. Beurteilt werden weiterhin die Insulinwirksamkeit sowie die Dauer
der Insulinwirkung und der tiefste Wert des Blutzuckertagesprofils (Nadir).

Um die Insulinwirkung beurteilen zu konnen, muss sowohl die Differenz
zwischen hochstem und tiefsten Blutzuckerwert als auch der Absolutwert der
hochsten Blutzuckerkonzentration sowie die Insulindosis heran gezogen werden;
beispielsweise ist eine Differenz im Blutzuckerspiegel von 3 mmol/l durchaus
akzeptabel, wenn der hochste Wert bei 9,5 mmol/l und der niedrigste bei 6,5
mmol/l liegt; die gleiche Differenz zwischen den Werten 22,5 mmol/l und 19,5
mmol/l spricht jedoch fiir eine Insulinresistenz. Auch die Insulindosis muss mit in
Betracht gezogen werden, bei einer geringen Dosis (beispielsweise 0,5 [U/kg KG)
spricht eine Differenz von 5,5 mmol/l zwischen der hochsten und der niedrigsten
Blutglukosekonzentration fiir ein gutes Ansprechen auf Insulin, bei einer
Dosierung von iiber 2 IU/kg KG jedoch fiir eine Insulinresistenz.

Die Dauer der Insulinwirkung kann nur beurteilt werden, wenn der Nadir iiber 4,5
mmol/l liegt und kein zu schneller Abfall der Blutglukosekonzentration nach
Insulinapplikation vorliegt, da in diesem Fall die Insulindosis zu hoch ist und eine
Gegenregulation des Korpers einsetzt. Die Dauer der Insulinwirkung wird als die
Zeit beurteilt, die von der Injektion liber den Nadir bis zu dem Zeitpunkt vergeht,
an der die Blutglukosekonzentration tiber ca. 11 —14 mmol/l steigt. Die
Insulinwirkung sollte zwischen zehn und 14 Stunden andauern. Im Falle einer
kiirzeren Wirkdauer ist die Kontrolle der Hyperglykdmie nicht ideal, im Falle
einer lingeren Wirkdauer besteht die Gefahr einer Hypoglykédmie, wenn nach
zwolf Stunden die erneute Insulininjektion erfolgt. Fast immer ist auch mit lang-
und ultralangwirksamen Insulinen eine Injektion zweimal am Tag nétig.

Der tiefste Wert der Blutglukosekonzentration sollte idealerweise zwischen 5,5
und 7 mmol/1 liegen. Bei Werten unter 4,5 mmol/l oder iiber 8,5 mmol/l sollte die
Insulindosis angepasst werden. Die Dosis sollte in kleinen Schritten, d. h. um 10 -
25 % pro Kontrolluntersuchung gedndert werden, und dann eine erneute
Beurteilung nach einer Woche erfolgen. Erhélt der Hund eine hohe Insulindosis (>
2,2 IU/kg KG) und sind die Blutzuckerkonzentrationen trotzdem zu hoch, sollte

nach Griinden fiir eine Insulinresistenz gesucht werden oder eine Gegenregulation
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des Korpers zur Vermeidung einer Hypoglykdmie (Somogyi-Effekt) in Betracht
gezogen werden (BENNETT, 2002; FELDMAN & NELSON, 2004).
1.7.3.2.Somogyi-Effekt

Wenn der Blutzuckerspiegel unter 3,5 mmol/l sinkt oder die Insulingabe eine
Absinken des Blutzuckerspiegels um mehr als 5,5 mmol/l pro Stunde bewirkt,
beginnt der Korper eine massive Gegenregulation durch die Ausschiittung von
diabetogenen Hormonen, hauptsidchlich Adrenalin und Glukagon, und steigert den
Blutzuckerspiegel durch hepatische Glykogenolyse und Glukoneogenese. Diese
Gegenregulation kann zu einem extremen Anstieg des Blutzuckerspiegels (bis auf
45 mmol/l) innerhalb von zwolf Stunden und einer 48 - 72 Stunden andauernden
Insulinresistenz fithren und wird Somogyi-Effekt oder Somogyi-Overswing
genannt (GERICH, 1988).

Die Zeichen der initialen Hypoglykdmie werden dabei oftmals {ibersehen, so dass
die klinischen Symptome und labordiagnostischen Verdnderungen denen eines
schlecht kontrollierten Diabetes durch Insulinunterdosierung gleichen (hohe
Blutzuckerwerte, Polydipsie, Polyurie). Die morgendlichen
Niichternblutzuckerwerte liegen dabei oftmals iiber 17 mmol/l, so dass, wenn nur
isolierte Blutzuckerwerte zur Kontrolle der Diabetes-Einstellung heran gezogen
werden, der Tierarzt zu der Annahme verleitet werden kann, es liege eine
Insulinunterdosierung vor und daher falschlicherweise die Insulindosis erhoht statt
verringert.

Das Vorliegen eines Somogyi-Overswings sollte immer in Betracht gezogen
werden, wenn ein schlecht kontrollierter D. m. vorliegt, besonders jedoch bei
kleinen Rassen oder wenn die Insulindosis 2,2 IU/kg KG iibersteigt. Die
Behandlung erfolgt durch Reduzierung der Insulindosis um 10 - 25 %, wenn diese
unter 1 [U/kg KG liegt. Liegt sie dariiber, wird erneut mit der Gabe der
Initialdosis von 0,25 IU/kg KG zweimal tiglich begonnen und eine
Kontrolluntersuchung mit Blutzuckertagesprofil in ein bis zwei Wochen
angeschlossen (FELDMAN & NELSON, 2004).

1.7.3.3.Fruktosamin als Parameter fiir die Kontrolle der Hyperglykimie
Fruktosamin entsteht durch die irreversible Glykierung von Albumin durch die
Blutglukose und kann als somit als ,Langzeitblutzuckerwert”, der die
Blutglukosekonzentration der letzten ein bis drei Wochen (die Lebensdauer des
Serum-Albumins) reprdsentiert, heran gezogen werden (LOSTE & MARCA,
2001). Bei einer deutlichen Hypalbumindmie (< 25 g/dl) kann der
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Fruktosaminwert falsch niedrig sein, da weniger Serumprotein vorhanden ist, das
glykiert werden kann. Ebenso kann der Fruktosaminwert bei Hyperlipiddmie und
Azotdmie falsch niedrig sein, der Grund hierfiir ist jedoch unbekannt (REUSCH
& HABERER, 2001). Der in der Humanmedizin verwendete Langzeitparameter,
Hba,c, misst den Anteil des durch die Blutglukose glykierten Hidmoglobins im
Blut und gibt somit ebenfalls Aufschluss liber den Langzeitblutzuckerwert. Er
kann auch zur Beurteilung der Diabetes-Kontrolle beim Hund dienen und
repriasentiert den Blutzuckerspiegel der letzten 110 Tage. Dies ist die
Lebensspanne der caninen Erythrozyten, in denen das glykierte Hdmoglobin
gespeichert ist (ELLIOTT et al., 1997).

Aus Griinden der besseren Validierung und der Verfiigbarkeit in
veterindrmedizinischen Labors wird jedoch meist der Fruktosaminwert zur
Beurteilung der FEinstellung des D. m. heran gezogen (siche Tab. 1). Ein
Fruktosamin-Wert zwischen 350 und 450 pmol/I ldsst bei den meisten Hunden auf

gute Kontrolle des Diabetes schlieBen (BENNETT, 2002).

Tab. 1 Fruktosaminwerte bei Hunden mit Diabetes mellitus

Referenzbereich bei gesunden Hunden: 225 - 365 umol/l
Exzellent kontrollierter Diabetes: 350 - 400 pmol/l
Gut kontrollierter Diabetes: 400 - 450 umol/1
Akzeptabel kontrollierter Diabetes: 450 - 500 umol/1
Schlecht kontrollierter Diabetes: > 500 ummol/l
Hinweis auf andauernde Hypoglykadmie: <300 ummol/l

1.7.4. Langzeitmanagement des diabetischen Patienten

Die Einstellung des diabetischen Patienten sollte nicht nur auf der Basis der
Laborwerte (Blutzuckertagesprofile, Fruktosaminwert, Glukosurie) sondern vor
allem auch anhand der klinischen Symptome erfolgen. D. h. das Ziel der Therapie
ist hauptsdchlich die Abwesenheit von klinischen Symptomen des D. m.
(Polydipsie, Polyurie, Gewichtsverlust) und begleitenden Erkrankungen
(Harnwegsinfektionen, Katarakt), aber auch die Vermeidung einer Hypoglykédmie.
Die Herstellung einer Euglykédmie ist nicht das vorrangige Ziel der Einstellung
des diabetischen Hundes. Da die in der Humanmedizin gefilirchteten
Komplikationen des D. m., wie beispielsweise diabetische Nephropathie oder die

diabetische Angiopathie Jahrzehnte zur Auspridgung brauchen, kommen sie beim
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Hund so gut wie nicht vor; daher liegt das Gewicht in der Therapie des caninen D.
m. auch mehr auf der Verhinderung einer Hypoglykdmie (die innerhalb von
wenigen Stunden zum Tode fiihren kann) und nicht so sehr auf einer strengen
Vermeidung eines zeitweilig zu hohen Blutzuckerspiegels.

Nachdem eine addquate Kontrolle des Blutzuckersspiegels etabliert wurde, sollten
Nachkontrollen alle drei bis sechs Monate durchgefiihrt werden (BENNETT,
2002). Dabei sollte der behandelnde Tierarzt jeweils anhand des
Fruktosaminwerts, der Urinuntersuchung zum Nachweis einer eventuell
vorhandenen Glukosurie und Ketonurie, des klinischen Gesamteindrucks, des
Korpergewichts sowie der Einschitzung des Allgemeinbefindens und der Trink-
und Urinmenge des Hundes durch den Besitzer abschitzen, ob die momentane
Insulindosis eine ausreichende Kontrolle des Blutzuckerspiegels gewihrleistet
oder ob die Dosis angepasst werden muss. Alle sechs bis zwolf Monate, je nach
klinischem Zustand des Patienten, sollte auch eine bakteriologische Untersuchung
des Urins durchgefiihrt werden (FELDMAN & NELSON, 2004; NELSON,
2005).

1.7.5. Fiitterung des diabetischen Patienten

Idealerweise sollten Hunde mit D. m. ihren Kalorienbedarf auf zwei Mahlzeiten
taglich aufgeteilt verabreicht bekommen, um den Zeitpunkt der stirksten
Insulinwirkung so nahe wie moglich mit dem Zeitpunkt der postprandialen
Hyperglykiimie in Ubereinstimmung zu bringen (NELSON, 2005). Um eine
insulininduzierte Hypoglykdmie zu verhindern, sollte das Insulin erst nach
erfolgter Nahrungsaufnahme injiziert werden. Sollte der Hund die
Nahrungsaufnahme verweigern oder nur wenig fressen, darf dann nur die Hilfte
der {blichen Insulindosis appliziert werden, um eine Hypoglykdmie zu
vermeiden. Zwischen den Mahlzeiten sollte keine weitere Nahrung aufgenommen
werden, in manchen Fillen kann jedoch eine zusétzliche Fiitterung zum Zeitpunkt
des Nadirs zur Verhinderung einer Hypoglykdmie beitragen. Als giinstig flir die
Kontrolle des Blutzuckerspiegels haben sich Futter mit einem geringen Fettgehalt,
méfigem Proteingehalt und hohem Fasergehalt sowie vor allem einem niedrigen
Gehalt an einfachen, leicht verstoffwechselbaren Zuckern erwiesen (GRAHAM et
al., 2002). Feuchtfutter fiihrt zu einem rascheren postprandialen Anstieg des
Blutzuckerspiegels als Trockenfutter und ist daher weniger gut zur Fiitterung des

Hundes mit D. m. geeignet (HOLSTE et al., 1989).
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Der Kalorienbedarf richtet sich nach dem Erndhrungszustand des Hundes, adipdse
Tiere sollten zur Verbesserung der Insulinwirkung langsam ihr Gewicht
reduzieren; Tiere in schlechtem Erndhrungszustand konnen bei Verabreichung
eines Futters mit madBigem bis hohem Faseranteil Probleme mit der
Aufrechterhaltung des Korpergewichts bekommen. In solchen Féllen sollte
entweder die Futtermenge oder der Fettgehalt des Futters erhoht werden (ZICKER
et al., 2000).

1.8. Atiologie des Diabetes mellitus

Um die Unterschiede und Gemeinsamkeiten des caninen und humanen D. m.
darstellen zu konnen, soll die Klassifikation des humanen D. m. im folgenden
kurz beschrieben werden. Die Klassifikation des caninen D. m. wird mit Bezug
auf die entsprechende Einteilung in der Humanmedizin vorgenommen.

1.8.1. Atiologische Einteilung beim Menschen

Die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) erstellte
bereits 1965 Kriterien zur Klassifikation des D. m. beim Menschen. Diese wurden
1997 von der amerikanischen Diabetes-Gesellschaft (American Diabetes
Association, ADA) {iberarbeitet. Die WHO und die deutsche Diabetes-
Gesellschaft (DDG) iibernahmen diese neuen Kriterien im Jahr 2000. In diesen
Leitlinien wird die alte Klassifikation entsprechend der Insulinbediirftigkeit des
Patienten in insulinabhdngigen D. m. (insulin-dependent diabetes mellitus,
IDDM) und insulinunabhédngigen D. m. (non-insulin-dependent diabetes mellitus;
NIDDM) verworfen und statt dessen eine dtiologische Einteilung der Formen des
D. m. empfohlen (ALBERTI & ZIMMET, 1998).

1.8.1.1.Typ I Diabetes mellitus

Der humane Typ I D. m. hat eine progrediente, irreversible Zerstdrung der
insulinproduzierenden f-Zellen als Ursache. Er fiihrt unbehandelt zur
ketoazidotischen Stoffwechselentgleisung und damit zum Tod. Er tritt zumeist in
jugendlichem Alter auf, kann aber auch als sogenannter ,latent autoimmune
diabetes in adults* (LADA) erst im Erwachsenenalter auftreten, oft in milderer
Form (HOSSZUFALUSI et al., 2003). Beim LADA ist die anfingliche Gefahr
einer DKA geringer, da zum Zeitpunkt der Diagnose hdufig noch eine
Restinsulinsekretion besteht. Der Typ I D. m. wird in zwei Gruppen eingeteilt:
Typ I a, verursacht durch eine autoimmune Zerstérung der B-Zellen des Pankreas,

und Typ I b, der sehr selten ist, mit hoher Penetranz vererbt wird und als
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idiopathisch bezeichnet wird, da seine Atiologie vollig ungeklirt ist IMAGAWA
et al., 2000).

Die Diagnose eines Typ I a D. m. wird durch den Nachweis von Autoantikorpern
gegen B-Zellen (Islet Cell Antigen, ICA), gegen korpereigenes Insulin (Insulin
Autoantibodies, TAA) und gegen die Inselzellantigene Glutamat-Dekarboxylase
(GADG65A) und Tyrosin-Phosphatase (IA-2A oder ICA512A) gestellt. Neben der
erblichen Pridisposition spielen auch Umweltfaktoren eine Rolle in der
Pathogenese des D. m. Typ I a. Da der Typ I b sehr selten ist und in der
Forschung im Vergleich zum Typ I a eine sehr kleine Rolle spielt, soll im
weiteren Verlauf dieser Arbeit der Typ I a als Typ I D. m. (T1DM) bezeichnet
werden. Fiir Typ I Diabetiker ist die exogene Zufiihrung von Insulin nahezu
immer lebenswichtig (KERNER et al., 2001).

1.8.1.2.Typ II Diabetes mellitus

Beim Typ II D. m. besteht kommt es nicht zu einer autoimmunen Zerstérung der
B-Zellen. Seine phénotypischen Auspridgungen reichen von einer liberwiegenden
Insulinresistenz bis hin zu schweren Stérungen der Insulinsekretion, oft sind beide
Phidnomene vergesellschaftet. Der Typ II D. m. tritt meist bei élteren,
iibergewichtigen Patienten auf und ist hiufig durch eine Kombination von
Gewichtsabnahme, Erndhrungsumstellung und oralen Antidiabetika gut zu
behandeln (BLOOMGARDEN, 2006). Oftmals ist nur im Endstadium eine
exogene Insulinzufuhr vonndten. Die Neigung zur DKA ist geringer als beim
T1IDM, die mikrovaskuldren Langzeitkomplikationen wie zum Beispiel
diabetische Retinopathie oder diabetische Nephropathie treten jedoch ebenfalls
sehr hdufig auf. Es besteht ebenfalls eine genetische Priadisposition (NEWMAN et
al., 1987).

1.8.1.3.Andere Formen des Diabetes mellitus

Als Gestationsdiabetes wird das Neuauftreten von D. m. wihrend der
Schwangerschaft aufgrund der progesteroninduzierten Insulinresistenz bezeichnet.
Er ist die haufigste Stoffwechselstorung bei Schwangeren, hat einen heterogenen
genetischen Hintergrund und variiert im Schweregrad (HOLLANDER et al.,
2007).

Andere Formen des Diabetes sind sehr selten und werden aufgrund ihrer Atiologie
verschiedenen Gruppen zugeordnet. Der frither als ,,maturity onset diabetes of the
young (MODY)“ bezeichnete genetische Defekt der B-Zellen wird nun nach dem

Chromosom benannt, welches das jeweils defekte Gen trigt (beispielsweise
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Chromosom 20 HNF-4a fiir den fritheren MODY 1). Genetische Defekte der
Insulinwirkung bilden genauso wie durch andere Endokrinopathien (z. B.
Akromegalie oder Hyperthyreose) verursachter D. m., Erkrankungen des
exokrinen Pankreas oder medikamenteninduzierter D. m. eine eigene Gruppe von
Diabetes-Typen (KERNER et al., 2001).

1.8.2. Atiologische Einteilung beim Hund

Die frither in der Tiermedizin angewandte Einteilung des D. m. in
insulinabhdngigen  (insulin-dependent diabetes  mellitus, IDDM) und
insulinunabhidngigen (non-insulin-dependent diabetes mellitus; NIDDM) bringt
zwei Nachteile mit sich: Zum einen sind fast alle Hunde dauerhaft auf die
Therapie mit Insulin angewiesen, und leiden damit per definitionem an einem
IDDM, zum anderen wird bei dieser Einteilung keine Riicksicht auf die vollig
unterschiedliche Atiologie beispielsweise eines durch periphere Insulinresistenz
verursachten D. m. im Vergleich zur einem aufgrund von Zerstoérung der B-Zellen
verursachten D. m. genommen. Praktikabler und aufschlussreicher im Hinblick
auf die dtiologische Einteilung ist die Klassifikation des Royal Veterinary College
(CATCHPOLE et al., 2005), die den caninen D. m. in zwei Gruppen einteilt:
Diabetes, verursacht durch absolute Insulindefizienz (insulin deficiency diabetes,
IDD) und Diabetes, verursacht durch periphere Insulinresistenz (insulin resistency
diabetes, IRD). Es muss jedoch beachtet werden, dass eine linger andauernde
Hyperglykédmie beim Hund auch zur Zerstérung der f-Zellen fiihrt (IMAMURA
et al.,, 1988), und damit ein IRD auch zum IDD fortschreiten kann, der jedoch
moglicherweise nicht befriedigend auf Insulintherapie anspricht, solange die
zugrunde liegende Insulinresistenz nicht beseitigt wird.

1.8.2.1.Insulin deficiency diabetes

Pankreatitis, entweder akut oder chronisch, scheint bei einem grofen Teil der
Hunde mit D. m. fir die Zerstorung der B-Zellen verantwortlich zu sein.
Alejandro und Mitarbeiter (1988) fanden bei 6 von 18 Hunden mit D. m.
histopathologische Anzeichen fiir eine akute oder chronische Pankreatitis. In einer
groferen, retrospektiven Studie, die 221 Hunde umfasste, konnte bei 13 % der
Hunde eine akute Pankreatitis festgestellt werden (HESS et al., 2000). Allerdings
kann die akute Entziindung der Bauchspeicheldriise auch eine Folge des D. m.
sein.

Humane  B-Zellen scheinen  gegeniiber  Entziindungsprozessen  der

Bauchspeicheldiise im Vergleich zu a- oder 6-Zellen anfilliger zu sein, so dass
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beim Menschen Pankreatitis hdufiger zum Verlust der endokrinen als der
exokrinen Funktion des Pankreas fiihrt (KLOPPEL et al., 1978). Beim Hund kann
die Pankreatitis sowohl zu exokriner Pankreasinsuftizienz (EPI) als auch zum D.
m. fiilhren. Da eine definitive Diagnose sowohl der Pankreatitis als auch der
(moglicherweise subklinischen) EPI in der Tiermedizin schwierig zu stellen ist,
wird dieser Zusammenhang moglicherweise unterschitzt (WATSON, 2003). In
den Féllen des IDD, in denen weder eine kongenitale B-Zell-Aplasie (siche unten),
noch der Verdacht auf eine Pankreatitis vorliegt, wird von einer autoimmunen
Zerstorung der B-Zellen des Pankreas ausgegangen (HOENIG, 2002; FELDMAN
& NELSON, 2004; RAND et al., 2004; CATCHPOLE et al., 2005; GALE, 2005).
Der tatsdchliche histopathologische Nachweis einer Insulitis durch lymphocytire
Infiltration des caninen endokrinen Pankreas konnte jedoch bisher nur selten
gefiihrt werden (GEPTS & TOUSSAINT, 1967; ALEJANDRO et al., 1988). Der
Nachweis einer durch T-Zellen mediierten Apoptose der B-Zellen wurde bisher
nicht erbracht (GALE, 2005). An einer kleinen Gruppe von sechs Hunden konnte
jedoch in vitro die komplement-vermittelte Zerstorung von f-Zellen in
Anwesenheit von Serum diabetischer Hunde gezeigt werden. Wurde das
Komplement durch Hitze inaktiviert oder wurden Seren von gesunden Hunden
verwendet, kam es nicht zur Zerstorung der Zellen (SAI et al., 1984).

In der Humanmedizin werden Autoantikdrper gegen die gesamten Inselzellen,
gegen Insulin und die Inselzellantigene GAD65 und 1A-2/ICA512 zur Diagnose
und zur Vorhersage eines erhohten Risikos, an autoimmunem D. m. zu erkranken,
herangezogen. Bei Hunden mit D. m. konnten in einer Studie Antikdrper gegen -
Zellen durch indirekte Immunfluoreszenz im Serum nachgewiesen werden
(HAINES & PENHALE, 1985). In einer nachfolgenden Studie der gleichen
Autoren konnten diese Antikdrper jedoch auf die Insulinbehandlung
zurlickgefiihrt werden; bei Hunden mit neu diagnostiziertem D. m., die noch nie
Insulin erhalten hatten, konnten keine Antikorper gegen B-Zellen nachgewiesen
werden (HAINES, 1986). Die Behandlung von Hunden mit Insulin fiihrt zur
Bildung von Antikérpern sowohl gegen exogen zugefiihrtes, als auch gegen
eventuell noch vorhandenes korpereigenes Insulin (DAVISON et al., 2003). In
einer anderen, vorldufigen Studie konnten bei zwolf von 23 Hunden mit
spontanem D. m. Antikérper gegen B-Zellen immunhistochemisch im Serum
nachgewiesen werden (HOENIG & DAWE, 1992); Untersuchungen an einer
groBBeren Gruppe von Hunden wurden jedoch nicht durchgefiihrt.
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Die Beteiligung von Antikdrpern gegen die Inselzellantigene GAD65 und TA-
2/ICA512 an einer moglichen autoimmunen Atiologie des caninen D. m. wird
durch die Ergebnisse einer neueren Studie als wahrscheinlich betrachtet
(CATCHPOLE et al, 2005). Hier konnten mithilfe eines Radio-
Immunoprézipitations-Assays bei sechs von 30 Hunden mit neu diagnostiziertem
D. m. Autoantikorper gegen canines GAD65 und bei fiinf von 30 Hunden
Autoantikdrper gegen [A-2 festgestellt werden, wobei zwei der Hunde Reaktivitét
gegen beide Antigene zeigten.

Insgesamt wurde jedoch sowohl der histopathologische Nachweis einer
autoimmunen Insulitis als auch der Nachweis von Autoantikdrpern bei Hunden
mit IDD noch nicht konsistent geflihrt. Aktuelle Studien mit groBeren Fallzahlen
und unter Ausschluss von Tieren mit anderen Griinden fiir einen D. m. fehlen
vollig. Trotz dieses Fehlens eines stringenten Beweises wird von vielen Autoren
das Vorliegen einer autoimmunen Pathogenese des D. m. beim Hund
angenommen. Vom klinischen Charakter und vom Alter bei Erstdiagnose
ausgehend wird die Atiologie des caninen D. m. als analog zum menschlichen
LADA gesehen (HOENIG, 2002; FELDMAN & NELSON, 2004; CATCHPOLE
et al., 2005; GALE, 2005).

Verschiedene Autoren berichten von einer kongenitalen B-Zell-Aplasie bei jungen
Hunden unter zwolf Monaten, sowohl bei Labrador Retrievern (CATCHPOLE et
al., 2005) als auch bei einer Keeshond-Familie (KRAMER et al., 1980).
1.8.2.2.Insulin resistance diabetes

Wie beim menschlichen Gestationsdiabetes kann es auch beim Hund zu einer
durch wihrend der Tréchtigkeit ansteigende Konzentration von Progesteron im
Blut und der daraus resultierenden Insulinresistenz zum transienten D. m.
kommen (NORMAN et al, 2006). Bei weiblichen, unkastrierten Hunden
entspricht das Hormonprofil im Didstrus weitgehend dem der Trichtigkeit, mit
einer progesterondominierten Lutealphase, so dass auch nicht-trichtige
Hiindinnen ein erhhtes Diabetesrisiko wihrend des Ostrus haben.

Progesteron bewirkt ein vermindertes Ansprechen der Korperzellen auf Insulin
und stimuliert auflerdem die Produktion des ebenfalls diabetogenen
Wachstumshormons (GH) in der caninen Milchdriise. GH bewirkt eine
verminderte Aufnahme von Glukose in die Zelle, eine verminderte
Glukoseutilisation und vermehrte Glykolyse. Es erhoht damit den

Blutzuckerspiegel durch seine direkte insulinantagonistische Wirkung auf den
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Glukose- und Fettsdurenmetabolismus in den Fett- und Muskelzellen und in der
Leber, aber auch durch bisher unbekannte Wirkungen auf das Insulinsignalling
(DOMINICI & TURYN, 2002; GOODMAN, 2003).

Da diese Art des didstrus-assoziierten D. m. typischerweise bei mittelalten oder
dlteren Hiindinnen auftritt, wird vermutet, dass wiederkehrende Phasen von
Insulinresistenz und klinisch unbemerkter Hyperglykédmie schlieBlich zu einer
dauerhaften Schadigung der B-Zellen mit Verminderung ihrer Sekretionskapazitit
und erst dann zu einem klinisch manifesten D. m. fiithren. Werden Hiindinnen bei
der ersten Episode eines didstrus-assoziierten D. m. ovariohysterektomiert, kann
die Sekretionskapazitdt der B-Zellen noch ausreichen, so dass die Storung der
Glukosehomdostase voriibergehend bleibt. Sehr hdufig sind jedoch bereits so viele
B-Zellen zerstort worden, dass ein absoluter Insulinmangel besteht. Die
Ovariohysterektomie sollte trotzdem erfolgen, da sonst die nach wie vor
bestehende Insulinresistenz eine addquate Einstellung des D. m. erschwert oder
gar unmdglich macht (FELDMAN & NELSON, 2004).

Glukokortikoide wirken ebenfalls diabetogen, Glukokortikoidiiberschuss ist
folglich ein haufiger Grund fiir die Entwicklung eines IRD (HESS et al., 2000).
Neben einer priméren oder sekundiren Uberfunktion der Nebennierenrinde (beim
Hund als Morbus Cushing bezeichnet) ist der iatrogene Hyperadrenokortizismus
durch systemische Applikation von Glukokortikoid-Priparaten hiufig
(CAMPBELL & LATIMER, 1984; JEFFERS et al., 1991).

Beziiglich der Konversion eines IRD in einen IDD gilt fiir den glukokortikoid-
induzierten D. m. das bereits flir den gestationsassoziierten D. m. beschriebene, d.
h. obwohl es sich primir um eine reversible Insulinabhéngigkeit handelt, ist die
Zerstorung der B-Zellen durch Hypersekretion und Glukosetoxizitdt (IMAMURA
et al., 1988) bei Erstvorstellung des Patienten teilweise schon so weit
fortgeschritten, dass eine Behandlung der Grundkrankheit keine Eugklykdmie
mehr zur Folge hat und eine lebenslange Insulinsubstitution notig ist. Meist
jedoch beseitigt eine erfolgreiche Therapie der Grundkrankheit oder die
Beendigung der Glukokortikoidgabe die Symptome des D. m. (RAND et al,
2004).

Fettleibigkeit scheint, im Gegensatz zur Situation beim Menschen und bei der
Katze, beim Hund keine Ursache flir D. m. zu sein. Zwar verursacht Fettleibigkeit
auch beim Hund Hyperinsulindmie und Glukoseintoleranz (MATTHEEUWS et

al., 1984), so dass bei adipdsen Tieren mit D. m. eine Gewichtsreduktion zum
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besseren Ansprechen auf Insulin und damit zu einer niedrigeren Insulindosierung
und einer besseren Einstellbarkeit des D. m. fiihren kann. Bisher fehlt jedoch jeder
Hinweis auf einen D. m., der durch Fettleibigkeit ausgelosten wird. Ein dem
humanen Typ II Diabetes analoge Krankheit, wie bei der Katze bekannt, scheint
beim Hund somit nicht vorzukommen (RAND et al., 2004; CATCHPOLE et al.,
2005).

1.8.3. Genetische Ursachen des humanen Typ I Diabetes mellitus

Eineiige Zwillinge von Menschen mit T1DM haben ein Risiko von circa 39 % ,
ebenfalls an TIDM zu erkranken (REDONDO et al., 2001). Folglich sind neben
genetischen Ursachen auch Umwelteinfliisse fiir das Entstehen des humanen
T1DM verantwortlich. Die Genetik des TIDM beim Menschen ist komplex. In
den letzten Jahren konnten mindestens 12 an der Vererbung beteiligte Genorte
ausgemacht werden (CORDELL & TODD, 1995; GILLESPIE, 2006). Dabei ist
die Region des Human Leukocyte Antigen (HLA) fiir ungefihr 50 % der
familidren Haufung des TIDM verantwortlich. Verdnderungen in vielen weiteren
Kandidatengenen konnten mit TIDM in Verbindung gebracht werden. Wie viel
sie zur genetischen Pridisposition beitragen, ist unklar, sie haben jedoch einen
viel geringerem Einfluss als der HLA-Genlocus (ONENGUT-GUMUSCU &
CONCANNON, 2005).

1.8.3.1.Einfluss des Human-Leukocyte-Antigen-Gens

Zwei Haplotypen des HLA (DR4-DQ8 und DR3-DQ2) sind bei 90 % aller Kinder
mit TIDM vorhanden. Ein anderer Haplotyp (DR;s-DQ6) ist bei gesunden
Kindern 20 mal héufiger als bei Kindern mit TIDM und scheint damit protektiv
zu sein. Der HLA codiert fiir den Major Histocompatibility Complex (MHC) und
ist damit wesentlich fiir die Antigenprdsentation auf antigenprésentierenden
Zellen (APCs). Verdnderungen im HLA sind mit vielen Autoimmunkrankheiten
assoziiert (GILLESPIE, 2006).

1.8.3.2.Einfluss des Insulin-Gens

Veranderungen im Insulingen auf Chromosom 11 sind zu circa 10 % und damit
fir den zweitgroten Anteil an der genetischen Empfinglichkeit fir T1IDM
verantwortlich (GILLESPIE, 2006): Hier scheint eine Variante mit einer lingeren
Minisatellitensequenz = stromaufwirts des Insulingens zu einer verstirkten
Insulinexpression im Thymus und damit zu einer effizienteren Toleranzinduktion
der T-Zellen und nachfolgend geringerer Aktivitdt gegen kdrpereigenes Insulin zu

fithren (VAFIADIS et al., 1997).
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1.8.3.3.Einfluss des Lymphoid-Tyrosin-Phosphatase-Gens

Ein weiterer Polymorphismus, der flir etwa 2 % der familidren Héufung
verantwortlich gemacht werden kann, ist die C1858T-Variante des PTPN22-Gens
auf Chromosom 1p13, das fiir die Lymphoid-Tyrosin-Phosphatase (LYP) kodiert
(BOTTINI et al., 2006). Die LYP spielt eine entscheidende Rolle bei der T-Zell-
Aktivierung, und die mit TIDM assoziierte Variante konnte zu besseren
Uberlebenschancen der T-Zellen bei der negativen Selektion im Thymus fiihren
und damit zu einer erhohten autoimmunen Aktivitit dieser Zellen in der
Peripherie (VANG et al, 2005). Der durch die Mutation entstehende
Aminsdurenaustausch an Position 620 des PTNP22-Gens korreliert in vielen
Populationen stark mit der Inzidenz von TIDM wund anderen
Autoimmunerkrankungen (BOTTINI et al., 2004; SMYTH et al., 2004; ZHENG
& SHE, 2005)..

1.8.3.4.Einfluss des Cytotoxic-T-Lymphocyte-Antigen-4-Gens

Das fiir CTLA4 kodierende Gen liegt beim Menschen auf dem Chromosom 2q33.
Ein erhohtes Risiko fiir TIDM und andere Autoimmunkrankheiten konnte in
mehreren Studien mit Polymorphismen im CTLA4-Gen in Zusammenhang
gebracht werden (NISTICO et al., 1996; DONNER et al., 1997; MARRON et al.,
1997, HOLMBERG et al., 2005). Allerdings wurde dieser Zusammenhang nicht
in allen untersuchten humanen Populationen gefunden (VAIDYA & PEARCE,
2004). Das CTLA4-Gen spielt offensichtlich eine untergeordnete Rolle bei der
Erblichkeit des TIDM und wird eventuell erst im Zusammenspiel mit bestimmten
Hochrisiko-Allelen des HLA relevant. CTLA4 ist ein auf der Oberfldche von T-
Zellen exprimierter Aktivator der T-Zell-Funktion. Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass CTLA4 entscheidend ist fiir die Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz im Kdorper. Mutationen im CTLA4-Gen konnten fiir
Autoimmunerkrankungen priadisponieren (CHAMBERS et al., 1999).
1.8.3.5.Einfluss des Vitamin-D-Rezeptor-Gens

Die vielfiltigen Wirkungen von Vitamin D auf das Immunsystem und auf die
Insulinsekretion der B-Zellen des Pankreas werden in Abschnitt 11.3.3. genauer
beschrieben. Ein grofer Teil dieser Wirkungen wird iiber den Vitamin-D-
Rezeptor (VDR) vermittelt, so dass nicht nur Vitamin-D-Mangel, sondern auch
Polymorphismen im Gen des VDR zur Regulation von Autoimmunitét durch

Vitamin D beitragen konnten.
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Eine, wenn auch schwache, Assoziation von Polymorphismen im VDR-Gen mit
TIDM konnte in verschiedenen Studien in einigen humanen Populationen
nachgewiesen werden (CHANG et al.,, 2000; PANI et al., 2000; XIAO et al.,
2006), in anderen Populationen gelang dieser Nachweis nicht (TURPEINEN et
al., 2003; NEJENTSEV et al, 2004). Moglicherweise beeinflussen hier
Umweltfaktoren das mit dem Genotyp verbundene Erkrankungsrisiko (REIS et
al., 2005).

1.8.4. Genetische Ursachen beim Hund

Abgesehen von den Verhdltnissen bei der kongenitalen B-Zell-Aplasie bei einer
Keeshond-Familie, bei der ein autosomal rezessiver Erbgang wahrscheinlich ist
(KRAMER et al., 1988), und einem gehduften Auftreten von IDD bei zwei
Samoyeden-Familien (KIMMEL et al., 2002) und einer Zwergpudel-Familie
(GERSHWIN, 1975) ist bisher wenig iiber die genetischen Hintergriinde des D.
m. beim Hund bekannt. Da es jedoch eine Rassepriddisposition gibt, ist eine
Beteiligung erblicher Faktoren an der Pathogenese des caninen D. m. sehr
wahrscheinlich; mehrere aktuelle Studien fanden in verschiedenen Populationen
Rassen mit erhohtem Risiko (HESS et al, 2000; GUPTILL et al., 2003;
CATCHPOLE et al., 2005).

In bisher zwei Studien konnten genetische Assoziationen des Dog Leukozyte
Antigen (DLA), das fiir den Major Histocompatibility Complex II (MHC II)
codiert, mit D. m. beim Hund nachgewiesen werden (CATCHPOLE et al., 2005;
KENNEDY et al.,, 2006). Die Studie von Kennedy und Mitarbeitern (2006)
umfasste 460 Hunde mit D. m. sowie 1047 gesunde Kontrolltiere. Sie konnte den
bereits an einer kleineren Tiergruppe gezeigten Zusammenhang (CATCHPOLE et
al., 2005) zwischen Allelen, die flir die Aminosdure Arginin an Position 55 des
DLA-DQA1-Locus kodieren und einem erhdhten Risiko fiir D. m. bestétigen.
84,5 % der Hunde mit D. m. im Vergleich zu 74,8 % der Kontrolltiere trugen die
entsprechende Mutation, und die Wahrscheinlichkeit, an D. m. zu erkranken ist
fiir die Triager dieses Allels 1,82 mal hoher (KENNEDY et al., 2006). Des
Weiteren konnten drei Haplotypen (Kombinationen von Allelen) des DLA-Locus
gefunden werden, die mit einem erhohten Risiko flir D. m. assoziiert sind:
DRB1*009/DQA1*001/DQB1*008, DRBI*015/DQA1*006/DQB1*023 sowie
DRB1*002/DQA1*009/DQB1*001. Im  Gegensatz dazu scheint der
DQA1*004/DQB1*013-Haplotyp protektiv zu wirken; er wurde bei gesunden
Hunden signifikant hdufiger gefunden als bei erkrankten (16,5 % der Hunde mit
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D. m, 23,1 % der gesunden Hunde, odds ratio = 0,66, p-Wert < 0,005)
(KENNEDY et al., 2006). Die Nomenklatur der Haplotypen erfolgte anhand der
Richtlinien der International Society for Animal Genetics (ISAG) (KENNEDY et
al., 2001).

2. Entstehung von Autoimmunitit

Da die antigenbindenden Rezeptoren von sowohl B- als auch T-Lymphozyten
durch Umlagerung von Genen, Kombination von verschiedenen Ketten im
Immunglobulinmolekiil und somatische Mutation zufillig generiert werden, bleibt
die Entstechung von Zellen, deren Erkennungsmerkmale spezifisch gegen
korpereigene Antigene gerichtet sind, nicht aus. Sowohl B- als auch T-
Lymphozyten werden Selektionsschritten unterzogen, die einerseits ausreichende
Aktivitdit gegen korperfremde Antigene sicher stellen und andererseits
weitgehende Toleranz den korpereigenen Geweben gegeniiber gewdéhrleisten
(GRAWUNDER et al., 1998).

2.1. Toleranzinduktion von T-Zellen

Wihrend der Reifung im Thymus beginnen T-Zellen, antigenbindende
Rezeptoren auf ihrer Oberflidche zu exprimieren. Im ersten Selektionsschritt, der
positiven Selektion, iiberleben nur Zellen, die den kdrpereigenen MHC-Rezeptor
erkennen konnen. Eine zu starke oder zu schwache Bindung fiihrt zur Apoptose
dieser Zellen (ALIAHMAD & KAYE, 2006).

Die Epithelzellen des Thymus exprimieren nicht nur thymusspezifische Proteine,
sondern auch Antigene, deren Expression eigentlich nur auf bestimmte Organe
beschrinkt ist, zum Beispiel Insulin oder Thyreoglobulin (ANDERSON et al.,
2005). AuBBerdem nehmen APCs korpereigene Antigene in anderen Geweben auf
und préisentieren sie den T-Zellen im Thymus, die so Kontakt mit nahezu allen
Proteinen des Korpers bekommen. Eine zu starke Bindung an diese Autoantigene
fiihrt zur Apoptose der autoreaktiven T-Zellen. Diese als klonale Deletion
bezeichnete negative Selektion gewihrleistet weitgehende Toleranz der T-Zellen
gegeniiber korpereigenen Geweben (VON BOEHMER & KISIELOW, 2006).

Die Antigene mancher Gewebe (Auge, Gehirn, Hoden) werden nicht im Thymus
exprimiert, so dass keine immunologische Toleranz gegeniiber diesen Geweben
ausgebildet wird. Da diese Organe immunprivilegiert , d. h. physiologischerweise
vor der Exposition gegeniiber Lymphozyten geschiitzt sind, kommt es nur zu einer

Autoimmunreaktion, wenn aufgrund eines Krankheitsprozesses (z. B.
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Linsenruptur) die histologische Trennung dieser Gewebe vom Immunsystem
aufgehoben wird (ONO, 2003).

Die negative Selektion im Thymus ist jedoch nicht vollstdndig, so dass immer
wieder auch autoreaktive T-Zellen iberleben. Diese werden, wenn sie an freies
Antigen oder den MHC von APCs binden, die keine kostimulatorischen Signale
exprimieren, durch das Fehlen dieser Kostimulation in Apoptose getrieben. Dieser
Prozess gewihrleistet die Aufrechterhaltung einer peripheren Selbsttoleranz auch
aullerhalb des Thymus und wird als klonale Anergie bezeichnet (SINGH et al.,
2006).

2.2. Toleranzinduktion von B-Zellen

Die Reifung von B-Zellen vollzieht sich im Gegensatz zu der der T-Zellen in zwei
Phasen. Im Knochenmark kommt es zur Rekombination von Gensegmenten der
fiir die variablen Ketten der Immunglobuline codierenden Gene. In sekundiren
lymphatischen Organen entsteht die Rezeptorvariabilitit durch somatische
Mutation (GRAWUNDER et al., 1998).

Wenn eine unreife B-Zelle ein korpereigenes Antigen bindet, kommt es zum
Stillstand der Entwicklung und zur Apoptose. Dieser Vorgang nennt sich B-Zell-
Anergie. Dabei geniigt sehr wenig Antigen zur Toleranzinduktion. Reife
autoreaktive B-Zellen konnen durch klonale Deletion, d. h. die Bindung an
Antigen ohne kostimulatorische Signale, in Apoptose getricben und so
unschddlich gemacht werden. Hierzu werden allerdings sehr viel gro3ere Mengen
an Antigen bendtigt als bei der B-Zell-Anergie (RATHMELL et al., 1998).

Wenn B-Zellen mit sehr groen Mengen an Antigen konfrontiert werden, wandeln
sich alle B-Zellen in Plasmazellen um, so dass keine Gedéchtniszellen {ibrig
bleiben und auf nachfolgende Antigenapplikation reagieren konnen. Dieser
Mechanismus der Toleranzinduktion wird als klonale Erschopfung bezeichnet.
Die B-Zell-Toleranz dauert sehr viel kiirzer und ist schwieriger aufrecht zu
erhalten als die T-Zell-Toleranz, da jedoch B-Zellen zur effektiven
Autoantikdrperproduktion entsprechende autoreaktive T-Helferzellen bendtigen,
beziehungsweise niedrig affine Autoantikorper auch nicht effektiv an
korpereigene Proteine binden, scheint die Aufrechterhaltung der T-Zell-Toleranz
der entscheidendere Mechanismus zur Verhinderung der Autoimmunitdt im

Korper zu sein (NOSSAL, 1988, 1991).
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2.3. Zusammenhang zwischen Diabetes und Autoimmunitiit

Beim Menschen wird die Pathogenese des T1DM in sechs Stadien eingeteilt:
Zuerst muss eine genetische Pradisposition vorliegen (Stadium 1), dann vermittelt
ein auslosendes Moment (Stadium 2) den Ubergang zur Phase der aktiven
Autoimmunitdt mit noch normaler Insulinsekretion (Stadium 3). In der vierten
Phase flihrt die autoimmune Entziindung der B-Zellen zu einer verminderten
Insulinsekretion, der D. m. ist jedoch noch nicht manifest, da die
Restinsulinsekretion ausreicht, um die Glukosehomoostase aufrechtzuerhalten.
Erst in der fiinften Phase kommt es zum manifesten D. m., wobei die B-Zellen
noch eine residuale Insulinsekretion aufweisen. Das sechste und letzte Stadium
besteht aus volliger Zerstorung der B-Zellen der Bauchspeicheldriise, die damit
auch kein Insulin mehr produzieren kann (BABAYA et al., 2005).

Als auslosendes Moment flir den Beginn der aktiven Autoimmunitét werden beim
Menschen virale Infektionen (Enterovirus, Coxsackievirus) aufgrund von
epidemiologischen Studien flir sehr wahrscheinlich gehalten, die genauen
molekularen Mechanismen sind jedoch nicht bekannt (CLEMENTS et al., 1995;
HYOTY & TAYLOR, 2002). Ein Zusammenhang mit Impfungen oder, wie in
fritheren Studien vermutet, der Aufnahme von Kuhmilch und dem Ausbruch von
T1DM beim Menschen scheint jedoch nicht zu bestehen (ATKINSON & ELLIS,
1997; CLASSEN & CLASSEN, 1999; PERSAUD & BARRANCO-MENDOZA,
2004).

Beim T1DM des Menschen erfolgt die aktive Zerstorung der B-Zellen des
Pankreas durch eine autoimmunvermittelte Insulitis, d. h. einer Infiltration mit
mononukleiren Zellen (vor allem CD8'-T-Zellen und Makrophagen, jedoch auch
B-Zellen und CD4"-T-Zellen) (ITOH et al., 1993). Die eingewanderten Zellen
sezernieren Zytokine (Interleukin-1p, Interferon-y) sowie Entziindungsmediatoren
wie Stickoxid (NO). Diese Zytokine, die auch zur Nekrose von B-Zellen fiihren,
sowie die T-Zell-vermittelte Apoptose und Zytolyse scheinen hauptverantwortlich
fir das Aufrechterhalten der Insulitis und die vollige (und zielgerichtete)
Zerstorung der B-Zellen zu sein. Der genaue Mechanismus dieser Zerstorung
sowie die Rolle der Autoantikorper und der B-Zellen ist bislang genauso
unbekannt wie der eigentliche Ausloser der Insulitis (TODARO et al., 2004).

Die vorherrschende Immunantwort wihrend der aktiven Phase der Insulitis und
der nachfolgenden Zerstérung der B-Zellen ist dominiert von den Zytokinen, die

von Thl-Zellen sezerniert werden, hauptséchlich Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y
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(IFN-y), und Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a)). Dies fiihrt zur Aktivierung von
CD8"-T-Zellen und Makrophagen und zu deren verstirkter Einwanderung in -
Zellen (ALMAWI et al., 1999).

B-Zellen sind normalerweise vor rezeptorvermittelter Apoptose geschiitzt, da sie
die entsprechenden Rezeptoren nicht exprimieren. Die Sekretion von Interleukin-
1B und Interferon-y sowie NO durch die eingewanderten mononukledren Zellen
fithrt jedoch zur Expression des CD95(fas)- und anderer sogenannter ,,Todes*-
Rezeptoren. Autoreaktive T-Zellen, die den CD95-Liganden produzieren, fiihren
nun zu massivem programmierten Zelltod von p-Zellen, die den CD95-Rezeptor
tragen, bei gleichzeitigem Uberleben der a- und §-Zellen, die diesen Rezeptor
nicht exprimieren (STASSI et al., 1997). In friiheren Studien wurden Th2-Zellen
und deren Zytokine (Interleukin-10, Interleukin-4) eine protektive Rolle im
Entziindungsprozess zugeschrieben (ZEKZER et al, 1997). Laut neueren
Untersuchungen scheinen Th2-Zellen jedoch sowohl Nekrose von B-Zellen als
auch die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen und B-Zellen zu fordern
(ALMAWTI et al., 1999).

Da Hunde meist erst mit einem manifesten D. m., d. h. in Stadium fiinf oder sechs
vorgestellt werden, ist der Nachweis eines dhnlichen Verlaufes beim caninen D.
m. bisher nicht gelungen; er wird jedoch vermutet (FELDMAN & NELSON,
2004; GALE, 2005). Es konnte lediglich der histopathologische Nachweis einer
totalen Zerstérung der B-Zellen gefiihrt werden (GEPTS & TOUSSAINT, 1967;
ALEJANDRO et al., 1988)

3. Vitamin D

Die essentielle Rolle von Vitamin D bei der Regulation des Calcium-, Phosphor-
und Knochenstoffwechsels ist seit langem bekannt (HAVARD & HOYLE, 1928).
In neuerer Zeit werden diesem Hormon jedoch auch wichtige Funktionen bei der
Regulation des Immunsystem, bei der Insulinsekretion und bei der Entstehung
von Tumoren zugeschrieben (NORMAN, 2006).

3.1 Vitamin-D-Bildung

Die hormonell aktive Form des Vitamin D ist das 1,25(OH),Vitamin D3, auch als
Calcitriol bezeichnet. Seine Vorstufe, das Vitamin D3, wird beim Menschen in der
Haut unter UV-Lichteinstrahlung aus 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) gebildet,
kann jedoch auch aus dem Darm aufgenommen werden. Die Eigensynthese von

Vitamin D; ist unter normalen Umstinden fiir den Bedarf des Korpers



II. Literaturiibersicht 35

ausreichend, so dass Vitamin D fiir den Menschen strenggenommen kein Vitamin
im eigentlichen Sinne darstellt (HOLICK et al., 1980).

Das 7-DHC wird durch die Photoenergie des UV-Lichts in der Epidermis, vor
allem im Stratum basale und im Stratum spinosum, in Provitamin D
umgewandelt, welches zu Vitamin D3 isomerisiert (HOLICK, 1988). Dieses wird
durch einen bisher nicht genau aufgeklarten Mechanismus aus der Zelle
transportiert (HOLICK, 1981), wo es hauptsédchlich an das Vitamin-D-spezifische
Transportprotein gebunden wird, zu einem kleinen Teil auch an Albumin und
Lipoproteine. Das in der Leber produzierte Vitamin-D-Bindungsprotein (VDBP)
bindet Vitamin D mit einer hohen Affinitdt und macht das hydrophobe Molekiil
fiir den Transport zu seinen Zielorganen plasmaldslich (HADDAD et al., 1993).
Hunden fehlt die Moglichkeit der kutanen Vitamin-D;-Synthese, so dass diese
Vitamin D3 aus der Nahrung liber den Darm aufnehmen miissen (HOW et al.,
1994).

Vitamin Ds selbst hat noch keine biologische Aktivitdt, sondern bendtigt zwei
Hydroxilierungsschritte zur seiner Aktivierung. Der erste Hydroxilierungsschritt
findet in den Hepatozyten statt. Hier wird mithilfe einer mitochondrialen
Hydroxylase das 25(OH)Vitamin D; (25-Hydroxycholecalciferol) gebildet. Die
endgiiltige Umwandlung in seine biologisch aktive Form erfihrt das
25(OH)Vitamin D3 dann in der Niere. Die renale 1a-Hydroxylase fiihrt eine (OH)-
Gruppe an Position des 25(OH)Vitamin D; ein und wandelt es so zum
1,25(OH),Vitamin Ds (1,25-Dihydroxycholecalciferol) um. Beide Hydroxylasen
sind Cytochrom-p450-abhingig (WIKVALL, 2001; LIPS, 2006). Die Synthese in
der Haut wird nur durch den Transport aus der Zelle begrenzt. Die hepatische
Hydroxilierung wird lediglich durch eine negative Riickkoppelung des
25(OH)Vitamin Ds auf seine Hydroxylase reguliert, wohingegen die Synthese von
1,25(0OH),Vitamin D3 in sehr engen Grenzen auf den Calcium- und
Phosphorbedarf des Korpers abgestimmt wird (OMDAHL et al., 2002).

3.2 Vitamin-D-Regulation

Das von der Nebenschilddriise gebildete Parathormon (PTH) aktiviert die renale
la-Hydroxylase, und fithrt damit zur vermehrten 1,25(OH),Vitamin-Ds-
Produktion. Eine Hyperphosphatdmie und hohe 1,25(OH),Vitamin-Ds-Spiegel
hemmen die Aktivitdt der lo-Hydroxylase. Niedrige Calciumwerte im Blut
stimulieren die Auschiittung von PTH wund filhren so zu erhohter

1,25(OH),Vitamin-Ds-Produktion. Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die
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vermehrte Umwandlung von 25(OH)Vitamin D3 in 24,25(OH),Vitamin D;_einem
Metaboliten mit sehr geringer Affinitdt am Vitamin-D-Rezeptor und ohne
Wirkung auf die Calciumhomdostase. Die Deaktivierung in den Zielzellen
geschieht durch Hydroxylierung des 1,25(OH),Vitamin D3 an Position 24 und
Bildung von 1,24,25(OH);Vitamin D3, das zu Calcitronséure verstoffwechselt und
schlieBlich iiber die Galle ausgeschieden wird (PROSSER & JONES, 2004).

3.3 Vitamin-D-Wirkung

Die Hauptaufgabe von 1,25(OH),Vitamin D; ist die Regulation des
Blutcalciumspiegels. Es fordert die Calciumaufnahme aus dem Diinndarm durch
aktive Aufnahme in die Diinndarmzelle {iber Calciumkanéle, durch Erleichterung
des Transportes durch die Zelle und eine erhohte Sekretion ins Blutgefi3system
(HOENDEROP et al., 2005). Die Aufnahme von Phosphat aus dem Diinndarm
wird, unter anderem durch die verstidrkte Expression eines Natrium-Phosphat-
Kotransporters, ebenfalls gefordert (DANISI et al, 1980). Die Effekte von
1,25(OH),Vitamin Ds auf die Niere sind umstritten, da sie nicht einfach von den
Effekten des Hormons auf die Aufnahme von Calcium und Phosphat aus dem
Darm und der Beeinflussung des PTH-Spiegels zu trennen sind. Eine Erhohung
der Riickresorptionsrate von Calcium durch 1,25(OH),Vitamin D3 in den
Nierentubuli konnte jedoch gezeigt werden (YAMAMOTO et al., 1984), die
Erh6hung der Phosphatreabsorption durch 1,25(OH),Vitamin D5 scheint hingegen
auf der Unterdriickung der PTH-Sekretion durch 1,25(OH),Vitamin Ds; zu
beruhen (DUSSO et al., 2005). 1,25(OH),Vitamin Ds stellt zusammen mit PTH
Calcium und Phosphat fiir den Knochenaufbau bereit, fordert die Bildung von
Knochenmatrix und deren Mineralisierung, hemmt die Osteoklastentdtigkeit und
ist so essentiell fiir den normalen Knochenaufbau. Ein Vitamin-D;-Mangel im
Kindheitsalter fiihrt zur Rachitis, im Alter zur Osteomalazie (PANDA et al.,
2004). Diese sogenannten ,klassischen* Vitamin-D-Wirkungen werden iiber den
Vitamin-D-Rezeptor (VDR) vermittelt, ein intrazelluldrer Steroidrezeptor, der als
ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor an die DNA bindet und die Transkription
von bestimmten Genen initiieren oder hemmen kann (YAMADA et al., 2003). Er
besteht aus einer DNA-Bindungsdoméine und einer Liganden-Bindungsdoméne.
1,25(0OH),Vitamin D3 bindet intrazellulir an den VDR, bewirkt eine
Konformationsidnderung und durch die Zusammenlagerung mit dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) die Bildung eines Heterodimers. Dieses Heterodimer bindet nun

mit Hilfe der aus zwei ,,Zinkfinger“-Motiven bestehenden DNA-Bindungsdoméne
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an  Transkriptionselemente = in der DNA der Zielgene. Diese
Transkriptionselemente, auch als ,,vitamin D responsive elements“ (VDRE)
bezeichnet, liegen in der Promoterregion der von Vitamin D regulierten Gene.
Manche VDREs reagieren auf gebundenes Vitamin D mit einer vermehrten
Transkription. Zu den vermehrt transkribierten Genen gehdren unter anderem das
Gen fiir Osteocalcin, ein Protein der Knochenmatrix, oder das fiir die
Calciumaufnahme wichtige Calbindin. PTH, IL-2 oder TNF-a beispielsweise
besitzen hingegen VDREs die mit einer verminderten Transkription auf die
Bindung von Heterodimeren reagieren (DUSSO et al., 2005; NAGPAL et al.,
2005).

Eine weitere FEigenschaft des VDR ist die Fihigkeit zur Bindung von
Cotranskriptionsfaktoren mit Hilfe seiner Transaktivierungsdoméne. Die
gebundenen Transkriptionsfaktoren modulieren den Einfluss des Heterodimers
auf die Transkription und erleichtern die Initiation der Transkription (GLASS et
al., 1997).

Neben diesen ,.klassischen®, genomvermittelten Wirkungen 16st
1,25(0OH),Vitamin D3 sogenannte nichtgenomische Effekte aus (NAGPAL et al,,
2005; NORMAN, 2006). Diese nichtgenomischen Effekte fiihren innerhalb
kiirzester Zeit zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration, einer
Erhohung der cGMP-Spiegel und zur Aktivierung der Proteinkinase C (NAGPAL
et al., 2005). Ob diese Effekte {iber den klassischen intrazelluliren VDR, einen
membrangebundenen VDR oder VDR-unabhingig vermittelt werden, wird zurzeit
diskutiert (HUHTAKANGAS et al, 2004, NGUYEN et al., 2004). Die
wichtigsten ,,nichtklassischen® Effekte sind die schnelle Stimulation der Kalzium-
Aufnahme im Darm (Transcaltachia), die Forderung der Insulinsekretion der [3-
Zellen des Pankreas, sowie die Stimulation der Differenzierung verschiedener
Zelltypen (LI et al., 2004; NAGPAL et al., 2005).

4. Zusammenhang zwischen Vitamin D, Autoimmunitit und Diabetes
1,25(OH),Vitamin Ds fiihrt zu einer verminderten Zahl von Thl-Zellen,
unterdriickt deren Funktion und erhoht die Zahl der Th2-Zellen sowie der
CD4'CD25"-T-Zellen und fordert deren Funktion; somit wirkt 1,25(OH),Vitamin
D; tolerogen und verhindert iiberschiessende Reaktionen des Immunsystems
gegen korpereigene Antigene (CANTORNA et al, 1998; BOONSTRA et al.,
2001).
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Den mit der Bildung von Th1-Zellen assoziierten Zytokinen (IL-2, INF-y, TNF-a)
wird eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung der
autoimmunen Prozesse beim T1DM zugeschrieben (CANTORNA & MAHON,
2004). Die Rolle der Th2-Zellen bei der autoimmunen Zerstérung der B-Zellen
des Pankreas ist unklar. Im allgemeinen wird ihnen durch Sekretion von IL-4 und
IL-10 und die Hemmung der Th1-Antwort eine protektive Rolle im autoimmunen
Prozess zugeschrieben (RAPOPORT et al., 1993; PENNLINE et al., 1994). Es
gibt jedoch auch Studien, laut denen Th2-Zellen sowohl Nekrose von -Zellen als
auch die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen und B-Zellen zu fordern
scheinen (ALMAWI et al., 1999; WALBANGO et al., 2006).

1,25(OH),Vitamin D3 verhindert aulerdem in vitro die Apoptose von B-Zellen
iiber den CD95(fas)-Rezeptorweg, den Hauptweg der B-Zell-Zerstorung beim
T1DM (RIACHY et al., 2006). Epidemiologische Studien stiitzen den Verdacht,
dass ein Mangel an Vitamin D mit einer erhdhten Inzidenz von
Autoimmunkrankheiten korreliert. Autoimmunkrankheiten wie Multiple Sklerose
(MS) und Inflammatory Bowel Disease (IBD) sind in Kanada, dem Norden der
USA und in Europa hédufiger als in siidlichen Léndern mit hoherer
Sonneneinstrahlung. Dies spricht flir eine mogliche Rolle von Vitamin-D-Mangel
in der Atiologie dieser Krankheiten. Fiir die Inzidenz von MS konnte eine
negative Korrelation mit der Vitamin-D-Aufnahme festgestellt werden
(MUNGER et al., 2004).

In einer finnischen Studie hatten Menschen, deren Nahrung in der Kindheit
taglich mit 2000 IU Vitamin supplementiert wurde, ein signifikant niedrigeres
Risiko, an TIDM =zu erkranken als Kinder ohne Nahrungsergéinzung
(HYPPONEN et al., 2001). Die Verabreichung von Vitamin-D-reichem Lebertran
wihrend des ersten Lebensjahres vermindert ebenfalls das Risiko an TIDM zu
erkranken (STENE & JONER, 2003). Ob diese Reduktion der Inzidenz von
Autoimmunkrankheiten durch Vitamin-D-Supplementierung jedoch ein Effekt
von supraphysiologischen Vitamin-D-Spiegeln ist oder nur der Verhinderung
eines Mangelzustandes geschuldet ist, ist bisher nicht geklirt (MATHIEU et al.,
2005).
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lll. Material & Methoden

1. Tiere

Um die Hiufigkeit von Polymorphismen im Genom und die Vitamin-D-Spiegel
von Hunden mit D. m. mit denen von gesunden Hunden vergleichen zu kdnnen,
wurden sowohl Hunde mit D. m., als auch eine gesunde Kontrollgruppe
untersucht.

1.1. Hunde mit Diabetes mellitus

In die Studie aufgenommen wurden 51 Hunde mit D. m. im Zeitraum von Februar
2005 bis Dezember 2006. 22 Hunde wurden an der Medizinischen Kleintierklinik
der Ludwigs-Maximilians-Universitdit Miinchen ambulant oder stationér
behandelt, Proben von 13 Hunden wurden freundlicherweise von Dr. F.
Zeugswetter, Klinik flir Interne Medizin und  Seuchenlehre der
Veterindrmedizinischen Universitdit Wien (VUW) zur Verfiigung gestellt. C.
Wondratschek und Frau Prof. Dr. B. Kohn aus der Klinik und Poliklinik fiir kleine
Haustiere der Freien Universitdt Berlin stellten dankenswerterweise sechs Proben
zur Verfligung, die restlichen zehn Proben wurden von praktischen Tierdrzten aus
dem Raum Miinchen eingesandt. Entweder wurde die Diagnose D. m. beim
iiberweisenden Tierarzt gestellt und in der Klinik bestitigt, oder die Erstdiagnose
wurde in der Klinik gestellt.

1.1.1. Diagnose

Eine persistente Niichternhyperglykdmie (Blutglukose > 6,27 mmol/l) sowie
Glukosurie wurden als diagnostische Kriterien herangezogen. Die persistente
Hyperglykdmie = wurde anhand des Fruktosaminwertes dokumentiert
(Referenzbereich < 370 umol/l, Hunde mit D. m. > 370 pmol/l).

Je nach klinischer Prédsentation des Patienten wurden weitergehende
Untersuchungen angeschlossen (Blutbild mit Differentialblutbild, Serumprofil,
Ultraschalluntersuchung des Abdomens und des Herzens, rontgenologische
Untersuchung von Thorax und Abdomen), um urséchliche Krankheiten oder
Begleiterkrankungen zu diagnostizieren.

1.1.2. Altersstruktur

Das Alter der Hunde bei Vorstellung in der Klinik lag im Mittel bei 10,3 Jahren
mit einer Spanne von sechs - 15 Jahren (Median 10 Jahre). Dieses Alter entspricht
dem Alter der Hunde bei Aufnahme in die Studie und nicht dem Alter bei

Erstdiagnose, da viele Tiere schon vor Beginn der Studie an der Klinik behandelt
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wurden oder von praktischen Tierédrzten erst bei Auftreten von Komplikationen an
die Klinik iiberwiesen wurden.

1.1.3. Rassen- und Geschlechtsverteilung

13 Hunde waren Mischlinge; die am hiufigsten vertretenen Rassehunde waren
Dackel, West Highland White Terrier und Pudel (je vier Patienten) sowie
Deutsche Schéferhunde (drei Patienten, siehe Tab. 2). Am héufigsten vertreten
waren kleine Terrierrassen (West Highland White Terrier, Yorkshire Terrier, Jack
Russel Terrier sowie Welsh Terrier und Scotch Terrier mit insgesamt zehn
Patienten).

Die Rassen der Hunde aus der Medizinischen Kleintierklinik Miinchen sind in
Tab. 3 gesondert aufgefiihrt, um sie mit den hiufigsten Rassen des gesamten
Patientengutes der Medizinischen Kleintierklinik im Studienzeitraum vergleichen
zu konnen. 28 Hunde mit D. m. waren weiblich, davon 15 kastriert und 13
unkastriert, 23 Hunde mit D. m. waren méinnlich, davon elf kastriert und zwolf

unkastriert.

Tab. 2: Die haufigsten Rassen der Hunde mit Diabetes mellitus (gesamte

Studienpopulation)

Rasse Anzahl
Mischling 13
Dackel 4
Pudel 4
West Highland White Terrier 4
Rottweiler 3
3
2
2

Deutscher Schiferhund
Yorkshire Terrier

Jack Russel Terrier

Sonstige 16




III. Material & Methoden 41

Tab. 3: Die haufigsten Rassen der Hunde mit Diabetes mellitus (D. m.) an der

Medizinischen Kleintierklinik Miinchen

5 haufigste Rassen der Hunde mit D. m. an der Medizinischen
Kleintierklinik Miinchen im Zeitraum Februar 2005 bis Dezember 2006

Rasse Anzahl
Mischling 6
West Highland White Terrier 3
Dackel 2
Pudel 2
Andere Terrier 2

5 haufigste Rassen der Gesamtpatienten der Medizinischen Kleintierklinik
in 2 Jahren (Jahresdurchschnitt der Jahre 2002 — 2004 x 2)

Rasse Anzahl
Mischling 726
Deutscher Schiaferhund 258
Golden Retriever 124
Yorkshire Terrier 116
Dackel 88

1.1.4. Begleitkrankheiten

Vier der 22 an der Medizinischen Kleintierklinik Miinchen vorgestellten Hunde
litten bereits an einer DKA. Bei fiinf der Hunde wurde eine Pankreatitis
diagnostiziert. Eine diabetische Katarakt lag ebenfalls bei fiinf der 22 Hunde vor.
Drei der Hunde litten an Hyperadrenokortizismus. Nur zwei der Hunde hatten
zum Zeitpunkt der Vorstellung an der Klinik eine Harnwegsinfektion. Bei zwei
der Patienten wurde im Herzultraschall eine Mitralklappeninsuffizienz
diagnostiziert, bei  einem  zusdtzlich mit  Subaortenstenose  und
Aortenklappeninsuffizienz. Ein Hund verstarb einige Monate nach Vorstellung in
der Klinik an einem Hadmangiosarkom.

1.2. Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 77 klinisch gesunden Hunden aus dem Grof3raum
Miinchen. Bei allen Hunden der Kontrollgruppe lagen keine klinischen Hinweise
auf D. m. vor und der Blutzuckerwert lag im Referenzbereich (< 6,27 mmol/l).
Das Alter der Kontrollgruppe reichte von eins bis 14 Jahren, mit einem Mittelwert

von 5,6 Jahren (Median 6 Jahre) Die hiufigsten Rassen sind in Tab. 4 angegeben.
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Tab. 4 Haufigste Rassen der Kontrollgruppe

Hiufigste Rassen der Kontrollgruppe Anzahl

—
(e

Dobermann

Mischling

Beagle

Australian Shepherd
Norwich Terrier

West Highland White Terrier
Airedale Terrier

Pudel

Border Collie

Yorkshire Terrier

Jack Russel Terrier

Border Terrier
Collie
Rottweiler

Deutsch Langhaar

Golden Retriever

NN NN W W W W A B O

Labrador Retriever

—
-

Sonstige

2. Methoden

Alle Laborarbeiten wurden, falls nicht anders angegeben, im Labor des Instituts
fiir Tierphysiologie der LMU Miinchen unter Leitung von Dr. Karin Weber
durchgefiihrt.

2.1. Probenentnahme

Allen Hunden mit D. m., die an der Medizinischen Kleintierklinik Miinchen
vorgestellt wurden, wurden an der Vena cephalica antebrachii, der Vena saphena
oder an der Vena jugularis 6 ml Blut abgenommen, davon 4 ml in Rohrchen, die
mit dem Gerinnungshemmer EDTA versetzt waren und 2 ml in Serumrdhrchen.
Das Serum wurde abzentrifugiert, der Blutglukose- und Fruktosaminwert
bestimmt und das restliche Serum bei -20 °C eingefroren. 2 ml des EDTA-Blutes
wurden bis zur DNA-Isolation bei 4 °C gelagert, 2 ml wurden sofort zentrifugiert;
das Plasma wurde bei -80 °C eingefroren.

An der Klinik fiir Innere Medizin und Seuchenlehre der VUW wurden jedem
Hund mit D. m. 4 ml Blut entnommen, davon 2 ml in EDTA, welches per Post
nach Miinchen gesandt wurde. Von 2 ml Blut pro Hund wurde das Serum

abzentrifugiert, bei -80 °Celsius tiefgefroren und auf Trockeneis in die
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Medizinische Kleintierklinik transportiert. Da alle anderen Probenlieferanten
keine liickenlose Kiihlkette gewédhrleisten konnten, wurde von allen anderen
Hunden kein Serum untersucht, sondern lediglich 2 ml EDTA-Blut per Post an die
Medizinische Kleintierklinik gesandt.

2.2. DNA-Isolation

Aus 2 ml EDTA-Vollblut wurde mit Hilfe eines kommerziell erhdltlichen DNA-
Isolationskits (Versagene Genomic DNA Purification Kit, Gentra Systems,
Minneapolis, USA) die in den kernhaltigen Zellen des Blutes, den peripheren
Blut-Leukozyten, vorliegende DNA isoliert. Die isolierte DNA wies eine
Konzentration von mindestens 0,1 pg/ul auf und wurde im Elutionspuffer (TE,
10mM Tris-HCI1, 1 mM EDTA, pH 7) bei -20 °Celsius gelagert.

2.3. 25(OH)Vitamin-D;-Bestimmung

Aus tiefgefrorenem (-80 °C) EDTA-Plasma wurden die 25(OH)Vitamin-Ds-
Spiegel von 13 Hunden mit D. m. bestimmt. Da eine sofortige Bearbeitung des
Blutes fiir die korrekte Messung erforderlich war, konnten nur die Proben der an
der Medizinischen Kleintierklinik Miinchen untersuchten Hunde zur Messung
heran gezogen werden. Aus den Hunden der Kontrollgruppe, wurde eine
altersentsprechende ~ Untergruppe aus 16 Hunden gebildet und als
Vergleichsgruppe heran gezogen. Die Bestimmung der 25(OH)Vitamin-D;-
Spiegel erfolgte in einem kommerziellen Labor (Biocontrol, Ingelheim,
Deutschland) mit Hilfe eines Lumineszenz-Assays.
2.4.1,25(0OH),Vitamin-D;-Bestimmung

Aus dem tiefgefrorenen (-20 °C) Serum von 25 Hunden mit D. m. wurden die
1,25(0OH),Vitamin-D-Spiegel bestimmt. 18 gesunde Hunde wurden als Kontrollen
heran gezogen. Die Bestimmung wurde in einem kommerziellen Labor
(Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland) mit Hilfe eines Radio-Rezeptor-
Assays durchgefiihrt.

2.5. Sequenzierung der Kandidatengene

Die Sequenzen der Gene des Vitamin-D-Rezeptors (VDR, accession number
NC _006609), des Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA4, accession number
NC 006619) und der Lymphoid Tyrosin Phosphatase 22, non-receptor-type
(LYP-PNP, accession number NC 006599) wurden aus der Offentlich
zugdnglichen Datenbank Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez)
kopiert. Primer fiir die Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion

(Polymerase Chain Reaction, PCR) und die anschlieBende Sequenzierung der
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codierenden Bereiche und der Exon-Intron-Grenzen wurden mit dem Programm
Lasergene Primer Select v7.1 (DNASTAR Inc., Madison, USA) erstellt. Fiir die
Sequenzierung des DQAI1-Locus des Gens des Dog Leukocyte Antigen (DLA,
accession number NC 006594) wurden bereits etablierte Primer verwendet
(KENNEDY et al., 1999).

Die als Primer fiir die PCR und die Sequenzierung benutzten Oligonukleotide und
die Léngen der erhaltenen Produkte sowie die entsprechenden
Annealingtemperaturen und die Anzahl der PCR-Zyklen sind in Tab. 5 aufgelistet.
Die Sequenzierung wurde bei jeweils 20 gesunden Hunden und 20 Hunden mit D.
m. verschiedener Rassen in einem kommerziellen Labor durchgefiihrt (SeqLab
GmbH, Gottingen, Deutschland).

Die Primer wurden lyophyllisiert geliefert (Operon Biotechnologies GmbH, Koln,
Deutschland) und mit TE-Losung auf eine Konzentration von 100 pMol
resuspendiert. Die Primer wurden in einer Endkonzentration von 10 pMol

verwendet.
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Tab.5 Primer, Produktldngen, Annealingtemperatur (T,nn), Zahl der PCR-Zyklen

(Zy.)
Gen Region |Vorwirtsprimer |Riickwirtsprimer |[Linge [T,,.. [Zy.
CTLA4 [Exon1 |CTTAGCAGCTTT|CCGAGCTAGGA [692bp [55°C 35
GGAGATGTG GACTGGAG
CTLA4 [Exon 2-3 |GCTGGAGATTTT|GCGTTCTTTACC |1151 bp [55 °C 35
GCTTGAG ACTGTCCTT
CTLA4 [Exon4 [TATAAAAGCTA |[TTAAAAGCAAC |1425bp [55°C 35
AATCAAGAAAA |[CTCAAAGACAA
TC T
VDR |5'UTR |GACAGTCCCAG [GCAAAGCCGAG 826 bp |59 °C 35
CAGAAGTAATA |GTCCAG
GG
VDR |[Exonl |GCCTGTGAACC [TTCACTCTGCCC (1342 bp (62 °C [35
CAAACCCTACC [TCAAAGCCACT
AT G
VDR |[Exon2 |GGGCCCCACGT |[CTCTCCATCACT [676 bp 63 °C [35
CCTCTGT CCTGCCCTTCC
VDR  |[Exon 3-4 [GAGGGTGGAGG |AGGGGGCCGGG (843 bp 63 °C 30
GTGAGGGGATT [TAGGGACTCTG
GG G
VDR |[Exon5 [TTCCCTGCACTT [GACCTTGGCTCT[872bp |57 °C 35
ACAAACACTGG |GACACATACTG
G
VDR  |[Exon 6-7 [GGGCGTCCTCA |CTATTGCTCACT [865bp [63 °C (30
GGCTCTTCTTG |CCGCCCTCCAG
VDR [Exon8 |[CAGGTGAGACA [TGGTGTTAGGTT|646 bp 65 °C [35
TGGGGCTTGAT |GGGCAGGAGAC
LYP Exon1l |GCCTTCTGCCTT |AGCTTCTGGTTT |623 bp [55°C [35
TTCTCTA TGCCTCTC
LYP Exon 2-5 [TGTTTGGGCAG [AAATGGGCAAA (1421 bp |55 °C 35
AAGAGAT AGGAGTT
LYP Exon 12- [TAAAGTTACCCCIAGAAAGACAAG |1385bp [57 °C [35
13 CAAAGACATT |GAGGAGACTGA
GA
_YP ixon 14- |AATTTATTTTGC [TATCCATCTTTT 359 bp |17 °C |35
5 [TTTCCCTTGAG [TACCCCACATC
_YP ixon 16- |[[GTTGGATTGTT |CTAGGGGAGGCA 386 bp |7 °C |35
7 STTTTGTTTTCT |3GGAGTGT
JLA JQAI1 [AAGGTTCTTTT [ 3GACAGATTCA |46 bp |0 °C |35
_TCCCTCT JTGAAGAGA
JLA JRBI1 _CGTCCCCACA [[GTGTCACACA |)70bp |0 °C |35
JCACATTTC _CTCAGCACCA
JLA JQBI1 [CACTGGCCCG |3GTGCGCTCAC |67 bp [pl °C |35
JCTGTCTCC _TCGCCGCT
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2.5.1. Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde in 0,5 ml-Cups durchgefiihrt, mit einem Reaktionsvolumen von
50 pl. Zu 20 pl PCR-H,0 (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) wurden je 2 pl
Vorwirts- und Riickwértsprimer (jeweils 10 uM) sowie 25 pl 2x HotStarTaq®
Mastermix (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) pipettiert, zum Schlu3 wurde
1 pl der DNA-L6sung eingesetzt; dies entsprach je nach Konzentration der DNA-
Losung 100-5000 ng DNA. Es wurde eine ,,Hot-Start“-Polymerase verwendet, so
dass vor der eigentlichen PCR ein Aktivierungsschritt von 15 min bei 95 °C nétig
war. Dem Denaturieren der DNA bei 95 °C folgte ein Annealingschritt mit der in
Tab. 5 angegebenen Temperatur und ein Syntheseschritt bei 72 °C. Die
entsprechende Temperatur wurde bei jedem Schritt dieses Zyklus eine Minute
lang gehalten. Nachdem die in Tab. 5 angegebene Anzahl der Zyklen durchlaufen
war, folgte ein Elongationsschritt bei 72 °C flir zehn Minuten. Die PCR wurde mit
einem T3 Thermocyler (Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland) durchgefiihrt.
10 pl jedes PCR-Produkts wurden mit einem Farbstoff (6x Loading Dye,
Promega, Madison, USA) gemischt und in ein 1 %iges TBE-Agarose-Gel mit 20
pg Ethidiumbromid (GIBCO BRL, Paisley, GroBbritannien) pro 100 ml Gel
geladen. In einer mit TBE-Puffer gefiillten Gelkammer wurden fiir ca. 35 min 80
Volt Spannung angelegt; das Gel wurde anschlieBend unter UV-Licht
ausgewertet. Das PCR-Programm und der Reaktionsansatz sind in Tab. 6
angegeben.

Tab. 6 PCR-Programm und Reaktionsansatz

PCR-Programm Hot Start 95 °C 15 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing siche Tab. 5 |1 min
Synthese 72 °C 1 min
Ansatz H,O 20 ul
(S0uD Vorwirtsprimer (10 uM) 2 ul
Riickwiértsprimer (10 M) 2 ul
Mastermix (2x) 25 ul
DNA-Template 1 pl

2.5.2. Aufreinigung der PCR-Produkte
Die PCR-Produkte wurden mit einem kommerziell erhdltlichen Kit aufgereinigt
(QIAquick PCR Purification Kit, QTAGEN GmbH, Hilden, Deutschland). 5 pl

jedes zur Sequenzierung bestimmten PCR-Produkts wurden mit 2 pl des
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entsprechenden Primers (Vorwirts- oder Riickwirtsprimer, siehe Tab. 5)
vermischt und per Post an das Sequenzierungslabor (SeqLab GmbH, Goéttingen,
Deutschland) geschickt.

2.6. Auffinden von Single Nucleotide Polymorphisms

Ein Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ist ein Austausch einer einzelnen
Base im Genom, der im Gegensatz zu einer Mutation keine Auswirkungen auf die
Aminosduresequenz des entsprechenden Transkripts haben muss. SNPs konnen
im Genom als Marker fliir Krankheiten und zur Bestimmung von
Verwandschaftsverhéltnissen dienen (GRAY et al., 2000). Wenn beide Allele
eines Individuums die gleiche Sequenz zeigen, bezeichnet man den Triger als
homozygot, wenn ein Allel verdndert ist, wird dies als heterozygot bezeichnet.

Die erhaltenen Sequenzen aller Regionen in den Kandidatengenen wurden
abgeglichen und mit dem Programm Lasergene MegAlign v7.1 (DNASTAR Inc.,
Madison, USA) auf Unterschiede in ihrer Sequenz (SNPs) untersucht. Die
erhaltenen SNPs wurden mit V fir VDR, C fir CTLA4 und L fiir LYP
bezeichnet. Zur Unterscheidung innerhalb der Genregionen wurden ein- bis
zweistellige Nummern vergeben.

2.7. Genotypisierung aller Individuen

Die bei der Sequenzierung der Kandidatengene bei 40 Hunden entdeckten SNPs
wurden mit drei verschiedene Methoden der SNP-PCR untersucht. Die
Genotypisierung  mittels SNP-PCR  beruht auf der allelspezifischen
Vervielfdltigung von Genabschnitten, d. h., entweder einer der Primer oder eine
Sonde zur Detektion der Mutation miissen spezifisch an eine kurze Sequenz in der
DNA binden, die sich nur in einem Nukleotid unterscheidet. Da im DLA-DQAI1-
Locus auf einer Linge von ca. 300 Basenpaaren elf SNPs gefunden werden
konnten, wurde hier die Sequenzierung dieses Locus als effektivste Methode zur
Genotypisierung aller Hunde angesehen und entsprechend bei allen Hunden in
einem kommerziellen Labor (SeqLab GmbH, Goéttingen, Deutschland)
durchgefiihrt.

2.7.1. Amplification Refractory Mutation System-PCR

Bei der Amplification Refractory Mutation System (ARMS)-PCR werden zwei
verschiedene, allelspezifische Primer zur Detektion der Mutation verwendet, die
unter sehr stringenten PCR-Bedingungen nur an jeweils eins der fraglichen Allele
binden. Die Primer bestehen aus einem Oligonukleotid, das komplementér an die

zu untersuchende Sequenz bindet, mit ihrem 3°-Ende an der Stelle des SNP. Um
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die Spezifitit der Bindung zu erhdhen, wird an der vorletzten Base (vor der
Mutation) eine Fehlbasenpaarung eingeflihrt. Damit wird die Bindungsstirke
vermindert, und nur der Primer, der tatsdchlich komplementir zur Sequenz ist,
kann an die DNA gebunden werden und nur diese komplementdre DNA wird
amplifiziert.

Der Nachweis der Bindung funktioniert nach dem sogenannten TagMan-Prinzip,
d. h. eine Sonde, die ebenfalls aus einem Oligonukleotid besteht und zwischen
dem Primerpaar an die DNA bindet, trdgt an ihrem 5’-Ende und an ihrem 3’-Ende
einen Reporter- bzw. Quencherfarbstoff. Unter Anregung durch einen Argon-
Laser emittiert der Reporterfarbstoff Energie, die auf den in der Néhe befindlichen
Quencherfarbstoff libertragen wird. Dieser gibt diese Energie entweder in Form
von Licht anderer Wellenlinge oder von Wérmeenergie ab. Im vorliegenden
Assay wird ein ,,black hole quencher* verwendet, so dass keine Lichtemission zu
messen ist, so lange Reporter- und Quencherfarbstoff an der Sonde binden. Die
Tag-Polymerase synthetisiert nun von den Primern ausgehend einen
komplementdren DNA-Strang zu dem bereits vorliegenden Strang mit der
gebundenen Sonde, bis die Taq-Polymerase auf die Sonde trifft. Durch die
Exonukleaseaktivitit ~ der = Taq-Polymerase = werden  Reporter-  und
Quencherfarbstoff wahrend der DNA-Synthese von der Sonde abgespalten und so
rdumlich getrennt, so dass nun die Energie des angeregten Reporterfarbstoffes
nicht mehr auf den Quencherfarbstoff {ibertragen und von diesem in Wirme
umgewandelt werden kann, sondern als Fluoreszenz abgegeben wird, die mit
einem Detektor messbar ist. Die gemessene Fluoreszenz ist proportional zur
Anzahl der vorliegenden Amplifikate mit dem jeweils zum Primer
komplementidren Nukleotid, wihrend die DNA mit dem nicht dem Primer
entsprechenden Allel nicht vervielfiltigt wird.

Pro SNP miissen deshalb drei Primer konstruiert werden, zwei, die zu den beiden
moglichen Allelen komplementdr sind, und ein gemeinsamer Riickwértsprimer.
Pro Hund sind zwei Ansidtze mit der gleichen Menge DNA und je einem
allelspezifischen Primer nétig. Kann in beiden Ansdtzen eine entsprechende
Amplifikation der DNA beobachtet werden, ist das Individuum fiir diesen SNP
heterozygot, d. h. beide Allele sind vorhanden. Bei Amplifikation der DNA in nur
einem Ansatz ist das Individuum homozygot fiir das jeweils amplifizierte Allel

(STEINBORN et al., 1998).
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Die PCR wurde hier als real-time quantitative PCR durchgefiihrt, d. h. die
Fluoreszenz wurde nach jedem Amplifikationszyklus gemessen. Die verwendeten
Sonden, Primer und die Annealingtemperatur sowie das PCR-Programm und die
Konzentrationen der verwendeten Reagenzien sind in Tab. 7 angegeben. Fiir SNP
V7 und SNP V8 sowie fiir SNP V10 und SNP V11 wurde jeweils dieselbe Sonde
verwendet.

Die PCR wurde auf einem Mastercycler EP realplex (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) in 96-Loch  Mikrotiterplatten (Greiner bio-one GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich) durchgefiihrt. Es wurden fiir jede DNA-Probe zwei
Ansitze mit je 10 pl Mastermix, bestehend aus MgCl, (Solis Biodyne, Tartu,
Estland), allelspezifischem Vorwérts- und gemeinsamem Riickwirtsprimer
(Invitrogen GmbH, Lofer, Osterreich), DNA-Sonde, markiert mit dem
Fluoreszenzreporterfarbstoft FAM und dem Quencherfarbstoff BHQ1 (Metabion,
Martinsried, Deutschland), SmartTag-Polymerase (Medigen, Nowosibirsk,
Russland), dNTP-Mix, 10x Buffer BD (Solis Biodyne, Tartu, Estland) sowie
Reinstwasser auf Eis vorgelegt und je Spul DNA jedes Individuums dazu pipettiert.
Nach 45 PCR-Zyklen wurde der Cycle Threshold (Ci-)Wert fiir alle Proben
berechnet.

Der C-Wert gibt an, ab welchem Zyklus die Fluoreszenz signifikant grofer ist als
die Hintergrundfluoreszenz. Er ist als das Zehnfache der Standardabweichung der
mittleren Fluoreszenz definiert und markiert den Beginn der exponentiellen und
damit spezifischen Vervielfdltigungsphase der DNA. Da die Primer nicht
vollkommen spezifisch an die komplementire DNA binden, sondern in viel
geringerem Mafle auch eine unspezifische Amplifikation zeigen, sollte auch der
nicht-komplementédre Primer ein zweites Signal nach deutlich mehr Zyklen
zeigen. Dadurch kann kontrolliert werden, ob auch tatsichlich in beiden Ansitzen
Primer und Sonden korrekt pipettiert wurden. Leider konnte diese Positivkontrolle
nicht bei allen SNPs durchgefiihrt werden, da die Effizienz der Ansdtze zum Teil
nicht ausreichend war, um nach 45 Zyklen eine unspezifische Amplifikation zu
erhalten. Durch das Mitfiihren von DNA bekannter Sequenz und das Verwenden
eines elektronischen Handdispensers wurde jedoch das Risiko unbemerkter
Pipettierfehler vermindert.

Ein Unterschied von mehr als sechs Zyklen (Aci > 6) wurde als spezifische
Amplifikation in nur einem Ansatz und damit als homozygot definiert. Bei einer

Effizienz von 100 % entspriche ein Ac von 6 einer 2°-fachen Menge des
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Amplifikats. Da die Bindungseffizienz der Primer unterschiedlich war,
unterschieden sich die C-Werte trotz gleicher DNA-Menge bei den
unterschiedlichen Allelen, deswegen wurde ein Ac < 4 als Amplifikation in
beiden Ansidtzen und damit als heterozygot definiert. Proben, deren Ac-Wert
zwischen vier und sechs lag wurden erneut genotypisiert. Wenn die zweite
Genotypisierung ebenfalls ohne eindeutiges Ergebnis blieb, wurde die Probe aus
der Studie ausgeschlossen.

Die Primer und Sonden wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Ralf
Steinborn vom Institut fiir molekulare Tierzucht und Genetik der VU Wien zur
Verfiigung gestellt, an dessen Institut auch die Genotypisierung mittels ARMS-
PCR durchgefiihrt wurde.
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Tab.7 ARMS-PCR, Primer und Sonden (T,= Annealingtemperatur in °C)

51

SNP

Oligonukleotidsequenz

Vi

allelspez. Primer 1 rev

CCTCACTAATGATCAAATGACTCT

allelspez. Primer 2 rev

CCTCACTAATGATCAAATGACTCC

gemeins. Primer forw

GCACAAATTTATGCTTCGTTTAGC

57

V8

allelspez. Primer 1 rev

CCAGAGATACTCCAAGAAATGTA

allelspez. Primer 2 rev

CCAGAGATACTCCAAGAAATGTG

gemeins. Primer for

GCACAAATTTATGCTTCGTTTAGC

58

Sonde V6/V7: FAM-TTAGGCAACCCTTGTGCCATGCG-BHQ1

V10

allelspez. Primer 1 for

GAGGGAAGAAGACTCAGATGT

allelspez. Primer 2 for

GAGGGAAGAAGACTCAGATGTC

gemeins. Primer rev

TGGGCTGTACTTCTCAGACATTG

55

Vil

allelspez. Primer 1 for

TACAGCATCCAAAAGGTCAAT

allelspez. Primer 2 for

TACAGCATCCAAAAGGTCAAC

gemeins. Primer rev

TGGGCTGTACTTCTCAGACATTG

56

Sonde V8/V9: FAM-CCAGACCCTACCCCAGACCGCCTAC-BHQ!I

V13

allelspez. Primer 1 for

CCTGTCTCCCTGTGCTAG

allelspez. Primer 2 for

CCTGTCTCCCTGTGCTAA

gemeins. Primer rev

AGCGGATGTAGGTCTGCAGTGT

58

Sonde: FAM-CCCTCCAAGACCGCCTGTCCAACA-BHQI1

C2

allelspez. Primer 1 rev

ATATTGCTCCCAAGTGATACTTTTTT

allelspez. Primer 2 rev

ATATTGCTCCCAAGTGATACTTTTTC

gemeins. Primer for

CAGAGCCAGGATGTTTCTGTCAC

57

Sonde: FAM-CCTTTGCTTTCTTTGGACCGCACCA-BHQI

PCR-Programm
(45 Zyklen)

Hot Start 95 °C

5 min

Denaturierung 95 °C

15 sec

Annealing 55 -58°C

25 sec

Synthese 60 °C

15 sec

Ansatz
(A5 D)

25 mM MgCl

2,70 pl

gemeins. Primer (10 pMol/pl)

0,45 pl

allelspez. Primer (10 pMol/ul)

0,15 ul

DNA-Sonde (10 pMol/ul)

0,15ul

SmartTaq (5 U/ul)

0,18 pl

dNTP-Mix (2 mM pro dNTP)

1,50 pl

10 x Buffer BD

1,50 pl

Reinstwasser

3,37 ul

DNA-Template

5,00 pl
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2.7.2. Primer-Probe-Assay

Auch beim Primer-Probe-Assay wird die Genotypisierung durch komplementére
DNA-Sonden nach dem TagMan-Prinzip vorgenommen. Hier sind jedoch nicht
die Primer, sondern die Sonden allelspezifisch. Die fiir jedes Allel spezifische
Sonde wird durch unterschiedliche fluoreszierende Farbstoffe gekennzeichnet, so
dass pro SNP nur ein Ansatz notwendig ist.

Die Messung der Fluoreszenz erfolgt nicht kontinuierlich wahrend der PCR,
sondern in einem zusétzlichen Messschritt am Ende der Reaktion. Die Darstellung
der Ergebnisse erfolgt in einem Diagramm, in dem die bei den verschiedenen
Wellenldngen der beiden Farbstoffe gemessene Fluoreszenz gegeneinander
aufgetragen wird. Homozygote Proben fiir beide Allele sowie heterozygote
Proben gruppieren sich in drei verschiedene Punktwolken, die manuell anhand
mitgeflihrter Proben bekannter Sequenz dem jeweiligen Genotyp zugeordnet
werden (PARKER et al., 2006).

Fiir drei der SNPs wurde ein kommerzieller Assay-by-Design-Service (Applied
Biosystems, Foster City, USA) genutzt, der sowohl Primer- und Sondendesign als
auch Herstellung eines fertigen Assaymixes mit Primern und Sonden in der
richtigen Konzentration iibernahm. In eine 96-Loch-Platte (Thermowell® Gold
PCR Plates, Corning Inc., Corning, USA) wurden 12,5 pl TagMan®Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA), 0,625 ul Assay Mix
(Applied Biosystems, Foster City, USA) und 11,8 pl DNA (1:30 verdiinnt)
pipettiert. Nach einer Aktivierung bei 95 °C (15 min) wurden 40 Zyklen eines
Zwei-Schritt-PCR-Programms mit einem AB 7300-Thermocycler (Applied
Biosystems, Foster City, USA) durchgefiihrt, mit 15 sec Denaturierung bei 92 °C
sowie 60 sec Annealing/Extension bei 60 °C. Anschlielend erfolgte die Messung
der Fluoreszenz bei 60 °C. Sequenzen der Primer und der Sonden sind in Tab.8

angegeben.
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Tab. 8 Primer-Probe-Assay; Primer, Sonden, PCR-Programm und
Reaktionsansatz (SNP = Single Nucleotide Polymorphism, VIC, FAM =

Fluoreszenzfarbstoffe), fettgedruckt: Basenaustausch

SNP
Cl Primer forward GTTGGCCTTCCTGGATGATTCTA
Primer reverse CCCTTGGATGGTGAGGTTCA
Sonde VIC CCTGCACCGGCACC
Sonde FAM CCTGCACTGGCACC
Vi1 Primer forward CGAGCTTCGGGCACATG
Primer reverse CGCTGGAGTCAGTGCCA
Sonde VIC CTGGCTAACATCCTT
Sonde FAM TGGCTAGCATCCTT
L1 Primer forward CCTCTTCAGAAGCATCAAAGTTTGG
Primer reverse GCTACATCTGCAGGTTTAGAATTTGG
Sonde VIC CTGGCTAACATCCTT
Sonde FAM TGGCTAGCATCCTT
PCR-Programm Hot Start 95 °C 15 min
(40 Zyklen + Messschritt) | Denaturierung 92 °C 15 sec
Annealing/Synthese 60 °C 60 sec
Ansatz TagMan®Universal PCR Master Mix | 12,5 pl
25 nb Assay Mix 0,625 ul
DNA-Template 11,8 pl

2.7.3. Meltingcurve-PCR

Bei der Meltingcurve-PCR findet die Diskriminierung der verschiedenen Allele
durch unterschiedlich lange, allelspezifische Primer statt. Eine Sonde ist nicht
notwendig, und statt des Reporter- und Quencherfarbstoffes wird nur ein
Fluoreszenzfarbstoff zugegeben, der mit doppelstrangiger DNA unspezifisch
reagiert.

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I interkaliert unter Zunahme seiner
Fluoreszenz mit doppelstrangiger DNA. Wenn bei einem kontinuierlichen
Ansteigen der Temperatur immer mehr DNA-Doppelstrange dissoziieren, fiihrt
dies zu einer Fluoreszenzabnahme. Jedes PCR-Produkt hat eine charakteristische
Schmelztemperatur, die mit steigender Lidnge zunimmt und die iiber einen
Hohepunkt in der negativen ersten Ableitung der Fluoreszenzkurve bestimmt
werden kann.

Neben einem gemeinsamen Riickwirtsprimer (optimale Linge 15 - 22 bp) fiir
beide Allele wird je ein allelspezifischer Vorwértsprimer (optimale Lénge 22 - 27
bp) verwendet, der mit dem 3’-Ende am SNP bindet. Die beiden Primer sollten

nicht mehr als 20 bp auseinander liegen und keine Sekundérstrukturen oder
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Primerdimere bilden. An das 5’-Ende des allelspezifischen Primers, der am 3’-
Ende das Nukleotid mit der hoheren Schmelztemperatur hat (d. h. G/C im
Vergleich zu A/T) wird ein GC-Tail von 14 bp Linge angehingt (5°-
GCGGGCAGGGCGGC-3’), an den anderen Primer ein GC-Tail von 6 bp Linge
(5’-GCGGGC-3’). Dies fithrt zu unterschiedlich langen Amplikons, die sich
deutlich (> 1 °C) in ihrer Schmelztemperatur unterscheiden sollten. In mehreren
Vorversuchen muss die optimale Annealingtemperatur bestimmt sowie die
Konzentration der allelspezifischen Primer optimiert werden (LINDBLAD-TOH
et al., 2005). Nur fiir einen der SNPs konnte ein funktionierender Ansatz etabliert
werden; die Primer und Reaktionsbedingungen sind in Tab. 9 angegeben.

Die PCR wurde auf 96-Loch-Platten (Thermowell® Gold PCR Plates, Corning
Inc., Corning, USA) mit einem AB 7300-Thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, USA) durchgefiihrt. Im Anschluss an die PCR folgte ein
Dissoziationsschritt, in dem mittels eines Temperaturgradienten (60 - 95 °C) die
Schmelztemperatur der PCR-Produkte bestimmt wurde. Entweder zeigte die
negative erste Ableitung der Fluoreszenzkurve einen Peak bei der niedrigeren
Schmelztemperatur, dann wurde das kiirzere Amplikon amplifiziert und die Probe
enthielt Adenin oder Thymin an der Stelle des SNPs, oder es zeigte sich ein Peak
mit einer hoheren Temperatur, dann war die Probe homozygot fiir Guanin oder
Cytosin. Heterozygote Tiere wiesen zwei Peaks auf, je einen Peak bei der
entsprechenden Temperatur. Die Primer wurden von der Operon Biotechnologies
GmbH in Koln, Deutschland bezogen. Es wurde der Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA) verwendet. Um diese neue
Genotypisierungsmethode mit der ARMS-PCR vergleichen zu konnen, wurde

SNP V7 mittels beider Methoden genotypisiert.
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Tab. 9 SNP V7 Meltingcurve-PCR; Primer, PCR-Programm, Reaktionsansatz,

fettgedruckt: Basenaustausch

Primer 1 (allelspezifisch)

GCGGGCAGGGCGGCCCTGGCTAGCCCTGAC

Primer 2 (allelspezifisch)

GCGGGCCCTGGCTAGCCCTGAT

gemeinsamer Primer

AGTCAGGTGCCCTCCTCCTTGG

PCR-Programm Hot Start 95 °C 10 min
(40 Zyklen + Denaturierung 95 °C 20 sec
Dissociation Stage) Annealing 60 °C 60 sec
Synthese 72 °C 30 sec
Ansatz H,0 7,8 ul
(20 pl) Primer 1 (10 uM) 0,4 ul
Primer 2 (5 uM) 0,4 ul
gemeinsamer Primer (10 uM) 0,4 ul
2x SYBR-Green Mastermix 10 pl
DNA-Template 1 pl

2.8. Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS fiir Windows, Version 13.01 (SPSS

Inc., Chicago, USA) vorgenommen. Fir den Vergleich der Vitamin-D-

Mittelwerte wurde der ungepaarte Student’s t-Test heran gezogen, flir den

Vergleich der Allelfrequenzen der X*-Test. Ein p von < 0,05 galt als signifikant.

Die Analyse der Teststirke und der benétigten Tierzahl wurde mit Power And

Precision™ (Biostat Inc., Englewood, USA) durchgefiihrt.
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IV. Ergebnisse

1. Sequenzierung

Es wurden insgesamt flir 18 Abschnitte der Gene des VDR, CTLA4, LYP-PNP
und DLA Primerpaare erstellt, die Abschnitte mittels PCR amplifiziert und die
aufgereinigte, vervielfiltigte DNA sequenziert. Die Primerpaare wurden so
gewdhlt, dass moglichst viele Anteile moglichst aller Exons und der Exon-Intron-
Grenzen amplifiziert wurden.

1.1. Sequenzierung Vitamin-D-Rezeptor-Gen

Beim Vergleich der sequenzierten Genabschnitte wurden sieben SNPs im Gen des
VDR festgestellt, davon drei in Introns, drei in Exons sowie einer in der

untranslatierten 5’-Region (Abb. 1).

Abb. 1: Single Nucleotide Polymorphisms (Pfeile) im Vitamin-D-Rezeptor-Gen

(codierende Bereiche (Exons) durch graue Késtchen dargestellt)

1.2. Sequenzierung Cytotoxic-T-Lymphocyte-Antigen-4-Gen
Im CTLA4-Gen wurden zwei SNPs festgestellt, davon einer in Exon 2 und einer

in Exon 4 (Abb. 2).

Abb. 2: Single Nucleotide Polymorphisms (Pfeile) im Cytotoxic-T-Lymphocyte-
Antigen-4-Gen (codierende Bereiche (Exons) durch graue Késtchen dargestellt)
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1.3. Sequenzierung Lymphoid-Tyrosin-Phosphatase-Gen
Im LYP-Gen wurde ein SNP festgestellt, er befand sich in Exon 13 und hatte

einen Aminosdurenaustausch (Phenylalanin > Leucin) zur Folge.

Abb. 3: Single Nucleotide Polymorphisms (Pfeile) im Lymphoid-Tyrosin-
Phosphatase-Gen (codierende Bereiche (Exons) durch graue Kistchen dargestellt)

Alle SNPs mit der genauen Lokalisation und der Benennung gemif3 der
Nomenklatur der Human Genome Variation Society (HGVS) sind in Tab. 10
aufgelistet.

Tab. 10 Lokalisation der Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (UTR =
Untranslated Region, AS-Aust. = Aminosdurenaustausch, PPA = Primer-Probe-
Assay, ARMS = Amplicon Mutation Refractory System-PCR, TM =
Meltingcurve-PCR, Phe = Phenylalanin, Leu = Leucin)

SNP Region Gen AS-Aust. |PCR

V1 c.-21T>C 5'UTR VDR - PPA

V7 ¢.501+ 3310A>G (Intron 3 VDR - ARMS/TM
V8 ¢.501+3434C>T (Intron 3 VDR - ARMS

V9 c.533C>T Exon 4 VDR - sequenziert
V10 [c.677T>C Exon 5 VDR - ARMS
V11 [c.761T>C Exon 5 VDR - ARMS
V13  [c.1150+1580A>G [Intron 7 VDR - ARMS

Cl c.372C>T Exon 2 CTLA4 - PPA

C2 c.958A>G Exon 4 CTLA4 - ARMS
LYP |[c.2344A>T Exon 13 LYP-PNP Phe > Leu [PPA
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1.4. Sequenzierung Dog Leukozyte Antigen DQA1-Locus

Im 246 bp langen DQA1-Locus des DLA-Gens konnten elf SNPs beim Vergleich
der Gensequenzen bestimmt werden. Eine bestimmte Kombination dieser SNPs
wird als Haplotyp bezeichnet, deren Nomenklatur im Falle des DLA-Gens von der
International Society for Animal Genetics (ISAG) festgelegt wird (KENNEDY et
al., 2001). Diese Nomenklatur sowie die sechs bisher nicht beschriebenen
Haplotypen sind in Tab. 12 dargestellt. Um Sequenzierfehler auszuschlief3en,
wurden alle sechs bisher nicht beschriebenen Haplotypen sowohl mit dem DLA-
DQAIl-Vorwirtsprimer als auch mit dem DLA-DQAI-Riickwirtsprimer

sequenziert.

Tab. 12 Haplotypen des Dog Leukocyte Antigen DQAIl-Locus (ISAG =
International Society for Animal Genetics, N = neuer Haplotyp, SNP = Single
Nucleotide Polymorphism)

Bezeichnung Nukleotid am entsprechenden SNP

nach ISAG 1 |2 (3 |4 |5 (6 |7 |8 |9 |10 |11
DQA1*00101 A A |G |A [T |T |A |T |A |G |A
DQA1*00201 T |[A |C |A |T |[T |[A [C |A |G |C
DQA1*00301 T |[A |[C |[A |C |G |G ([C |[C |T |A
DQA1*00401 T |[A |C |A |T |T |[A |T |C |G |A
DQA1*005011 T |T |[€C |[A |T |T |[A |[C |A |G |A
DQA1*005012 T |T |€C |G |T |T |[A |[C |A |G |A
DQA1*00601 T |[A |G (A |T |T |[A |T |[C |G |A
DQA1*00701 T |[A |C |A |T |[T |[A [C |A |G |C
DQA1*00801 T |[A |[C |[A |C |G |G [C |[C |G |A
DQA1*00901 T |T |G |[A |T |T |[A |T |A |G |A
DQA1*01001 T |[A |G |[A |T |T |G |C |[C |[T |A
DQA1*01101 T |[A |C (A |T |T |[A |T |A |G |A
DQA1*01201 T |[A |C |A |T |T |G |[C |A |G |A
DQA1*01301 T |[A |G (A |T |T |[A |[C |A |G |A
DQA1*01401 T |[A |G (A |T |T |[A |T |A |G |A
DQA1*01501 A |T |G (A |T |T |[A |T |A |G |A
N1 T |[A |C |A |T |T |[A |C |[C |G |A
N2 T |T |[€C |[A |T |T |[A |[C |[C |G |A
N3 T |T |[€C |[A |T |T |[A |T |C |G |A
N4 T |[A |C |A |T |T |G |T |C |G |A
N5 T |[A |C |[A |C |T |[A |T |C |G |A
N6 T |[A |C |A |T |T |G |T |C |G |A
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2. Allelfrequenzen

Die Genotypisierung aller Hunde fiir diese SNPs ergab die in Tab. 11
aufgelisteten Allelfrequenzen mit den Ergebnissen des x>-Tests und den
entsprechenden p-Werten. Ein X°-Wert von 5,99 entsprach bei der hier
vorliegenden Kreuztabelle mit zwei Spalten und drei Zeilen (zwei Freiheitsgrade)
einem p-Wert von 0,05. Nur bei SNP V1 war der Unterschied in den
Allelfrequenzen zwischen Hunden mit D. m. und gesunden Hunden statistisch
signifikant (X*> 5,99 ; p < 0,05); hier trugen 53 % der Hunde mit D. m. das T-
Allel, im Vergleich zu 29 % der gesunden Hunde. Dies ergab eine Odds Ratio von
2,71 (95 % Konfidenzintervall 1,52 < OR > 4,95), damit hatten Hunde der
untersuchten Population mit dem T-Allel an SNP V1 ein ca. 2,7 mal hdheres

Risiko, an D. m. zu erkranken als Triager des C-Allels oder als heterozygote Tiere.

Tab. 11 Allelfrequenzen (f(A))fiir alle Hunde (SNP = Single Nucleotide
Polymorphism, D. m. = Diabetes mellitus, n = Anzahl der Hunde)

SNP |[F(A) Hunde mit D. m. [f(A) gesunde Hunde 2 P n
V1l |c0,16 [t0,53 |c/t0,31 [c0,29 [t0,29 |c/t0,41 [6,95 [<0,05 (117
V7 120,57 |20,10 [a/g 0,32 20,58 |2 0,17 |a/g 0,24 3,12 >0,05 |93

V8 |c 0,54 [t0,08 |c/t0,38 [c0,50 [t0,24 |c/t0,26 [3,68 [>0,05 (107
V9 |c 0,50 t0,11 |c/t0,38 |c0,46 [t0,26 |c/t0,26 [1,68 > 0,05 #41

V10 |c 0,08 [t0,52 |c/t0,40 |c0,18 [t0,45 |c/t0,37 2,42 [>0,05 [117
V11 |c 0,08 [t0,44 |c/t0,47 |c0,20 [t0,44 |c/t0,36 2,79 > 0,05 95

V13 |2 0,02 g 0,63 |a/g 0,35 [a 0,08 |20,60 Ja/g0,32 2,27 >0,05 [123
Cl [c0,26 |t0,34 |c/t0,40 |c0,26 [t0,31 |c/t0,43 [0,26 [>0,05 [122
C2 ja0,14 |g0,45 |a/g 0,41 |2 0,18 |g0,40 |a/g0,42 10,45 P>0,05 |114
LYP |a 0,00 t 0,96 |a/t 0,04 |a0,00 [t0,97 a/t0,03 |0,19 >0,05 [123

3. Allelfrequenzen Dog Leukocyte Antigen DQA1-Locus

Jeder Hund wurde anhand der SNPs in der Sequenz des DLA-DQA1-Gens dem
entsprechenden oder, im Falle von heterozygoten Individuen, den beiden
entsprechenden Haplotypen zugeordnet. Bei eventuellen Doppeldeutigkeiten
wurde zuerst die Zuordnung zu allen bekannten Haplotypen versucht, bevor ein
bisher unbekannter Haplotyp postuliert wurde. So konnten die Haplotypen aller
Individuen eindeutig zugeordnet werden. Die Haiufigkeiten der einzelnen
Haplotypen (Allelfrequenzen) sind in Tab. 13 sowie in Abb. 1 dargestellt;
homozygote Individuen wurden doppelt gezdhlt, d. h. pro Hund wurden immer
zwei Haplotypen angegeben, Prozentwerte wurden nur fiir Haplotypen mit n = 20

angegeben.
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Tab. 13 Allelfrequenzen Dog Leukocyte Antigen DQA1 (D. m. = Diabetes

mellitus, Kontr. = gesunde Kontrollen), geordnet nach Haufigkeit der Haplotypen

Haplotypen gesamt Anzahl D. m. (% D. m. |Anzahl Kontr. % Kontr.
DQA1*00601 55 34 61,8 21 38,2
DQA1*00401 54 18 33,3 36 66,7
DQA1*00101 22 14 63,6 8 36,4
DQA1*00501 20 4 20,0 16 80,0
DQA1*00901 13 3 10
N1 10 5 5
DQA1*00301 9 7 2
DQA1*01101 7 2 5
DQA1*01401 7 3 4
N2 5 4 1
N4 3 3 0
DQA1*00701 3 1 2
N6 3 0 3
DQA1*00801 2 2 0
NS 2 2 0
N3 1 0 1
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Abb. 4 absolute Haufigkeiten der Haplotypen (D. m. = Diabetes mellitus, Kontr. =

gesunde Kontrollgruppe)

Fir die Trager der vier hdufigsten Haplotypen wurden aus den Anteilen der

Hunde mit und ohne D. m. die jeweiligen Odds Ratios (Tab. 14) berechnet, die

ibrigen Haplotypen waren zu selten, um eine Aussage liber ihre Rolle beim D. m.

in der untersuchten Population zu treffen. Unter den vier hiufigsten Haplotypen

kam bei zwei Haplotypen eine Haufung von Hunden mit D. m. vor
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(DQA1*00601, DQA1*00101), bei zwei Haplotypen waren Hunden mit D. m.
seltener anzutreffen (DQA1*00401, DQA1*00501). Daraus ergibt sich ein
hoheres Risiko fiir Trager der Haplotypen DQA1*00601 und DQA1*00101, an D.
m. zu erkranken. Die Trager der Haplotypen DQA1*00401 und DQA1*00501

hatten ein geringeres Risiko, an D. m. zu erkranken.

Tab. 14 Odds Ratios fiir die vier hdufigsten Haplotypen in der untersuchten

Population (KI = Konfidenzintervall, n = absolute Haufigkeit)

Haplotyp Odds Ratio 95 % - KI n

601 2,20 1,10 - 4,80 55
101 2,10 0,92 - 5,89 22
401 0,46 0,19 - 0,95 54
501 0,25 0,05-0,72 20

Ein Basenaustausch an SNP D3 (Guanin > Adenin) fiihrt zu einem
Aminosdurenaustausch (Arginin > Threonin) an Position 55 des entsprechenden
Proteins. 57,8 % der Allele (59/102), die positiv fiir einen Haplotyp waren, der fiir
Arginin an Position 55 des DLA-DQAI1-Proteins kodiert (101, 601, 801, 901,
1401, N4), stammten von Hunden mit D. m. Die Allele, die positiv fiir Threonin
an Position 55 waren, stammten hingegen zu 62,3 % (71/114) von gesunden
Hunden. Damit hatten Hunde, die ein Arginin an Position 55 des DLA-DQAI-
Proteins trugen, ein 2,26-fach hoheres Risiko an D. m. zu erkranken, als Hunde,
die an dieser Stelle ein Threonin trugen (OR = 2,26, 95 %-Konfidenzintervall 1,52
- 3,45).

4. Vitamin-D-Spiegel

Bei 29 Hunden (13 mit D. m., 16 gesunde) wurden die 25(OH)Vitamin-Ds-
Spiegel bestimmt. Bei 43 Hunden (25 mit D. m., 18 gesunde) wurden die
1,25(OH),Vitamin-Ds-Spiegel bestimmt.

Ein Unterschied in den Vitamin-D-Spiegeln ergab sich weder bei den
25(OH)Vitamin-Ds-Spiegeln noch bei den 1,25(OH),Vitamin-Ds-Spiegeln im
Vergleich der gesunden Hunde mit den Hunden mit D. m.

4.1. Messung der 25(OH)Vitamin-D;-Spiegel

Der Mittelwert der 25(OH)Vitamin-D;-Konzentration lag bei den Hunden mit D.
m. bei 20,49 ng/ml (n = 13, Standardabweichung SD = 8§,61), bei der
Kontrollgruppe bei 22,71 (n = 16, SD = 8,92). Damit unterscheiden sich die
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25(0OH)Vitamin-Ds-Spiegel von Hunden mit D. m. nicht von denen gesunder

Hunde. In Abb. 5 sind die entsprechenden Boxplots wiedergegeben.
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Abb. 5: Mittelwerte der 25(OH)Vitamin-Ds-Spiegel (dargestellt durch schwarze

Linien)

4.2. Messung der 1,25(OH),Vitamin-D;-Spiegel

Auch die 1,25(0OH),Vitamin-D3;-Konzentrationen im Blut von Hunden mit D. m.
unterschieden sich nicht von denen der gesunden Kontrollgruppe. Hunde mit D.
m. wiesen eine mittlere 1,25(OH),Vitamin-Ds;-Konzentration von 31,17 pg/ml (n
= 25, SD = 20,43) auf, gesunde Hunde eine mittlere 1,25(OH),Vitamin-Ds-
Konzentration von 34,38 (n = 18, SD = 11,91). Die entsprechenden Boxplots sind
in Abb. 6 wiedergegeben.
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Abb. 6 Mittelwerte der 1,25(OH),Vitamin-Ds;-Konzentrationen (dargestellt durch
schwarze Linien)
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V. Diskussion

1. Vergleich der Genotypisierungsmethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Methoden zur
Genotypisierung  angewandt: ~ ARMS-PCR,  Primer-Probe-Assay  und
Meltingcurve-PCR. Die Methoden wurden als bereits validiert aus der Literatur
iibernommen und mit den ohnehin vorliegenden Ergebnissen der Sequenzierung
von 40 Hunden verglichen. Der SNP V7 wurde sowohl mittels ARMS-PCR als
auch mittels Meltingcurve-PCR genotypisiert. Hier, wie auch beim Vergleich aller
PCRs mit der Sequenzierung, stimmten alle Genotypen {iberein.

Die kostengiinstigste Methode war die Meltingcurve-PCR, da hier nur
Oligonukleotide ohne hybridisierte Fluoreszenzfarbstoffe verwendet wurden.
Diese Methode war auch nicht sehr anfillig gegen Pipettierfehler und einfach in
96-Loch-Mikrotiterplatten durchzufiihren. Die Auswertung war schnell und
einfach von Hand durchfiihrbar. Die Schwierigkeit bei der Meltingcurve-PCR war
jedoch das Design spezifischer Primer, der Arbeitsaufwand war sehr hoch und
viele Vorversuche waren erforderlich, da die Bindungsaffinitit der Primer an die
DNA trotz unterschiedlicher Linge annéhernd gleich sein muss. Es gelang in der
fiir diese Arbeit zur Verfiigung stehenden Zeit nur die Entwicklung der Primer fiir
einen SNP, so dass diese Methode optimal ist, wenn fiir wenige Mutationen viele
Individuen schnell und kostengiinstig genotypisiert werden sollen. Fiir die hier
vorliegenden zehn SNPs wire der Entwicklungsaufwand im Vergleich zur
untersuchten Tierzahl zu hoch gewesen.

Der Entwicklungsaufwand flir Primer und Sonden bei der ARMS-PCR war
dagegen deutlich geringer, auch die Zahl der Vorversuche zur Ermittlung der
geeigneten Reaktionsbedingungen war kleiner. Die Kosten lagen zwischen denen
der beiden anderen Methoden, jedoch erforderte die ARMS-PCR einen sehr
hohen Pipettieraufwand, da fiir jede Genotypisierung zwei Ansidtze notwendig
waren. Hier bestand auch die Gefahr von Pipettierfehlern, die zu falschen
Genotypen flihren konnen. Auch war die Auswertung etwas aufwendiger als bei
der Meltingcurve-Analyse, da fiir jeden Genotyp zwei C-Werte abgelesen und
subtrahiert werden mussten.

Das Design der Primer und Sonden des Primer-Probe-Assay wurde von der
liefernden Firma iibernommen, und auller der DNA mussten nur zwei

Komponenten, der Mastermix und ein vorgefertigter Assay-Mix pipettiert werden.
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Die Auswertung erfolgte flir alle Individuen auf einmal, in einem Diagramm
konnten per Mausklick alle Allele den jeweiligen Genotypen zugeordnet werden.
Diese Methode war fiir die in dieser Arbeit vorliegende Kombination aus Anzahl
der Individuen und Anzahl der SNPs die schnellste und einfachste, jedoch auch
mit den hochsten Kosten aller drei Methoden verbunden.

2. Atiologie des Diabetes mellitus bei Mensch und Hund

Beim Menschen wird im Wesentlichen zwischen zwei Typen von D. m.
unterschieden. Typ I D. m. kommt durch eine autoimmune Zerstérung der [-
Zellen des Pankreas und nachfolgend volligem Fehlen der Insulinsekretion
zustande. Beim Typ II D. m. besteht meist primir kein Defekt in der
Insulinsekretion, sondern eine periphere Insulinresistenz. Eventuell kommt es
sekundédr zur Zerstorung der B-Zellen durch Hypersekretion (KERNER et al.,
2001).

Beim Hund sind sowohl Félle bekannt, in denen eine primidre Insulinresistenz
besteht (Hyperadrenokortizismus, didstrusassoziierter D. m.), als auch Fille, in
denen eine Zerstorung der B-Zellen durch eine Entziindung des exokrinen
Pankreas (Pankreatitis) vermutet wird (CATCHPOLE et al., 2005). Fiir einen Teil
der Fille, in denen keine Primdrkrankheit nachgewiesen werden kann, wird das
Vorliegen eines autoimmunen D. m. vermutet (GALE, 2005). Ein definitiver
histopathologischer Nachweis oder der Nachweis von Autoantikdrpern gegen [3-
Zellen fehlt jedoch bislang. Ob die Pathogenese dieser Fille dem Typ I D. m. des
Menschen gleicht und ob die Einteilung beim Hund in die beim Menschen
iiblichen Kategorien des D. m. erfolgen darf, ist deshalb bisher unklar.

2.1. Genetische Faktoren fiir die Entstehung von Diabetes mellitus

D. m. ist sowohl beim Menschen als auch beim Hund eine Krankheit mit einer
komplexen Atiologie. Studien zur Erblichkeit konnten zeigen, dass sowohl
genetische als auch Umwelteinfliisse zur Entstehung dieser Erkrankung beitragen.
Den Haupteinfluss auf die Erblichkeit des humanen T1DM haben Verdanderungen
im HLA-Gen, das fiir den MHC kodiert und somit wesentlich zur Regulation der
Autoimmunitdt im Korper beitrdgt. Bislang konnten beim Menschen zwdlf an der
Erblichkeit des TIDM beteiligten Gene gefunden werden, von denen mehrere die
Immunantwort im Korper beeinflussen, darunter auch die Gene des LYP, des
CTLA4 und des VDR (CORDELL & TODD, 1995; CATCHPOLE et al., 2005).
Auch beim Hund wird eine autoimmune Pathogenese des D. m. in manchen

Fillen vermutet. Im homologen Gen des HLA beim Hund, dem DLA, konnten
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ebenfalls Assoziationen von bestimmten genetischen Verdnderungen mit D. m.
gefunden werden (CATCHPOLE et al., 2005). Diese Arbeiten geben erste
Hinweise darauf, dass tatsidchlich eine autoimmune Komponente bei der
Entstehung von D. m. ohne offensichtliche Primérkrankheit beim Hund
vorhanden sein konnte. Daher wurden in dieser Studie sowohl genetische
Polymorphismen des DLA-DQAI1-Locus als auch in Analogie zum Menschen
weitere Genorte, die zur Modulation der Immunantwort beitragen kdnnen,
untersucht.

Es konnten, neben elf bereits publizierten SNPs im DLA-DQAI1-Gen
(KENNEDY et al., 2006), zehn bisher nicht veroffentlichte SNPs in den Genen
des VDR, CTLA4 und LYP nachgewiesen werden. Die meisten SNPs wiesen
keine unterschiedliche Verteilung zwischen der Gruppe der an D. m. erkrankten
Hunde und der Kontrollgruppe auf, allerdings konnten mehrere DLA-DQA-
Haplotypen und ein SNP im VDR-Gen mit einem verdnderten Krankheitsrisiko
assoziiert werden. Beim DQA-DLA1 Haplotyp DQA1*00601 wurde wie auch
beim Haplotyp DQA1*00101 eine Hiaufung bei Hunden mit D. m. festgestellt.
Beim Haplotyp DQA1*00101 tiberdeckte jedoch das 95 % Konfidenzintervall die
festgestellte Odds Ratio nur zum Teil, so dass dieses Ergebnis mit weniger als 95
% Wahrscheinlichkeit nicht auf Zufall beruht und damit nicht als statistisch
signifikant anzusehen ist. Die beiden Haplotypen DQA1*00401 und
DQA1*00501 verringerten jedoch in statistisch signifikanter Weise das Risiko
von Hunden, an D. m. zu erkranken. Diese Ergebnisse sind konsistent mit denen
der Arbeiten von Catchpole und Mitabeiter (2005) sowie Kennedy und
Mitarbeiter (2006), deren Untersuchungen sich jedoch zusitzlich auf die DRB-
und DRQ-Allele des DLA-Gens bezogen. Diese Ergebnisse zeigen auch, dass mit
dem vorliegenden Studienaufbau grundsétzlich genetische Unterschiede in der
untersuchten Population gefunden werden konnen und dienten somit als
Positivkontrolle fiir die anderen untersuchten Genorte.

Polymorphismen in den MHC-Genen stellen eine moglichst breite Immunantwort
in einer Population sicher. Beim Menschen sind Polymorphismen im MHC-Gen
zehnmal haufiger als im Durchschnitt des Genoms, und auch bei vielen anderen
Spezies konnte eine deutlich erhohte Frequenz an Polymorphismen im MHC-Gen
festgestellt werden (YEAGER & HUGHES, 1999; KIM & POLYCHRONAKOS,
2005). Das fiir den MHC kodierende HLA-Gen konnte mit iiber 40 Krankheiten

in Zusammenhang gebracht werden, bei den meisten dieser Krankheiten steht eine
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immunmediierte Pathogenese im Vordergrund. Die in verschiedenen Populationen
vorherrschenden HLA-Haplotypen variieren stark, aufgrund von sozialen,
ethnischen, religiosen oder geographischen Einschrdnkungen des Genpools. Auch
unterschiedliche Umweltfaktoren wirken sich auf den Selektionsdruck auf
bestimmte HLA-Haplotypen aus und damit auf deren Verteilung in verschiedenen
Populationen (GHODKE et al., 2005). Dies fiihrt dazu, dass in verschiedenen
Population verschiedene Haplotypen mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fiir
die gleiche Krankheit behaftet sein konnen. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf,
dass diese verschiedenen Haplotypen fliir Aminosduresequenzen mit dhnlichen
Bindungseigenschaften kodieren. Damit prédisponieren sie durch identische
Funktion (d. h. identische Epitopbindungseigenschaften) fiir bestimmte
Autoimmunkrankheiten (THORSBY & LIE, 2005). Stirker noch als beim
Menschen wurde beim Hund die HLA-Vielfalt eingeschrinkt. Durch selektive
Inzucht ergab sich eine starke Reduktion der Héufigkeit dieser Polymorphismen
und damit der Diversifikation der Immunantwort. So haben manche Hunderassen,
die bestimmte, priddisponierende Haplotypen héufiger tragen, Defekte des
Immunsystems, andere mit anderen Haplotypen hingegen eine Neigung zu
Autoimmunreaktionen (KENNEDY et al., 2006).

Die theoretisch mdgliche Anzahl der aus den untersuchten elf SNPs
zusammengesetzten DQAI1-Haplotypen betrigt 2''. Zusitzlich zu den bisher
beschriebenen Haplotypen des DLA-DQAI1-Lokus wurden sechs neue DQAI-
Haplotypen gefunden, insgesamt kamen bei 216 untersuchten Allelen und 2048
theoretisch moglichen Haplotypen nur 16 verschiedene Haplotypen vor. Auch bei
dem von uns untersuchten Tierkollektiv, das aus 33 verschiedenen Rassen und
Mischlingshunden bestand, zeigt sich somit die eingeschriankte HLA-Vielfalt.
Eine weitere statistisch signifikante Assoziation mit D. m. wurde flir den SNP V1
im VDR-Gen nachgewiesen . Der SNP V1 liegt vor der translatierten Sequenz des
VDR-Gens in der fiir die Genregulation verantwortlichen Promoter-Region und
konnte daher bei der Regulation der Transkription des VDR-Gens eine Rolle
spielen. Die Sequenz, in der der SNP liegt, weist jedoch keine Homologie zu den
bisher bekannten regulatorischen Bereichen des humanen VDR auf
(MIYAMOTO et al., 1997). Auch mit den Sequenzen des murinen Sp1-Promoters
im VDR konnte keine Homologie festgestellt werden (JEHAN & DELUCA,
2000). Ob neben der festgestellten Assoziation ein kausaler Zusammenhang

zwischen der beobachteten Haufung des T-Allels des SNP V1 bei Hunden mit D.
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m. besteht, konnte im Rahmen dieser Untersuchung nicht geklirt werden.
Denkbar wire ein Einfluss auf die Expression oder den Abbau der mRNA des
VDR, was durch Experimente zur Promoteraktivitit untersucht werden konnte.
Die SNPs, die in den Exons der VDR- und CTLA4-Gene gefunden wurden,
fiihrten nicht zu einer Anderung der Aminosiuresequenz (stumme Mutationen).
Eine kausale Verbindung dieser Polymorphismen zu moglicherweise verdnderten
Proteinen oder Expressionslevels ist daher unwahrscheinlich. Im Genom des
Hundes kommen SNPs ca. alle 900 bp vor, und das Kopplungsungleichgewicht
innerhalb einzelner Rassen ist iiber lange Strecken des Genoms sehr grof3. Dies
bedeutet, das Polymorphismen iiber lange Strecken des Genoms innerhalb der
einzelnen Rassen gemeinsam vererbt werden, und deswegen ein SNP, der in
einem bestimmten Gen gefunden wird und der ein bestimmtes Hochrisiko-Allel
reprisentiert, gemeinsam mit dem tatsdchlich funktional verantwortlichen SNP
vererbt werden kann und selbst keinerlei kausalen Zusammenhang mit dem
jeweiligen Phénotyp aufweisen muss (LINDBLAD-TOH et al., 2005).

Im LYP-Gen codiert der SNP L1 als A-Allel fiir die Aminoséure Phenylalanin, als
T-Allel fiir die Aminoséure Leucin. In der untersuchten Population konnten nur
homozygote Trager des A-Allels und heterozygote A/T Triger gefunden werden.
Die Tatsache, dass auch die heterozygoten Tiere sehr selten waren, macht es
wahrscheinlich, dass das T-Allel unter starkem Selektionsdruck steht und in der
Gesamtpopulation mdglicherweise homozygote T-Allel-Tréger tiberhaupt nicht
vorkommen. Untersuchungen des LYP-Proteins auf funktionaler Ebene konnten
weiteren Aufschluss liber die Relevanz dieses Aminosdurenaustausches und den
damit eventuell verbundenen Konsequenzen fiir die Regulation der T-Zell-
Aktivierung geben.

Die hier gefundenen Risiko-Allele und -Haplotypen bedeuten nicht unbedingt ein
individuelles Risiko fiir den einzelnen Hund, an D. m. zu erkranken. Vielmehr
zeigt die gefundene Allelstruktur die Zugehorigkeit zu einer Rasse, die fiir D. m.
pradisponiert ist, an. Fiir die Untersuchung der individuellen Variabilitdt der
Polymorphismen innerhalb der einzelnen Rassen und den Vergleich der Rassen
untereinander war die untersuchte Tierzahl jedoch nicht ausreichend.

2.2. Vitamin-D-Status als nutritiver Faktor fiir das Entstehen von Diabetes
Im Gegensatz zum Menschen, der aus der Vorstufe 7-DHC in der Haut Vitamin
Dj; synthetisieren kann, muss der Hund Vitamin D3 mit der Nahrung aufnehmen.

Die Konzentration des 25(OH)Vitamin D3 im Serum spiegelt die Menge des beim
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Hund mit der Nahrung aufgenommenen Vitamin D3 wieder (HOW et al., 1994).
Dieser Parameter wird auch beim Menschen als Mal} fiir die Versorgung mit
Vitamin D herangezogen. Die 1,25(OH),Vitamin-D;-Konzentration ist wenig
geeignet, um eine ausreichende oder mangelnde Aufnahme der Vitamin-D-
Vorstufen festzustellen, da die zweite Hydroxylierung durch negatives Feedback
stark reguliert wird und die Menge des Endprodukts keine Aussage iliber das
Vitamin-D-Angebot zuldsst (SCHMIDT-GAYK et al., 1997).

Beim Menschen sind die bendtigten, empfohlenen oder schddlichen Mengen an
Vitamin D Gegenstand anhaltender Diskussionen. Sicher scheint zu sein, dass die
bisher zur Vermeidung von Knochenschiden empfohlenen Mindestdosen zu
gering sind, um wirksam vor Autoimmunerkrankungen zu schiitzen. Auch wurde
die Gefahr einer Vitamin-D-Uberdosierung bisher als zu hoch eingeschitzt
(WHITING & CALVO, 2005). Untersuchungen zum Vitamin-D-Bedarf von
Hunden fehlen bislang.

Fiir den Menschen konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen juvenilem
Vitamin-D-Mangel und D. m., aber auch anderen Autoimmunkrankheiten
nachgewiesen werden (CANTORNA & MAHON, 2004). Erwachsene Menschen
mit T1DM haben normale 25(OH)Vitamin-D;-Spiegel, auB3er sie leiden zusétzlich
an einer manifesten diabetischen Nephropathie (STORM et al., 1983).

In der vorliegenden Arbeit wurden die 25(OH)Vitamin-D;-Spiegel und die
1,25(OH),Vitamin-Ds-Spiegel bei gesunden und an D. m. erkrankten
erwachsenen Hunden bestimmt. Wie beim Menschen unterschieden sich weder
die 25(OH)Vitamin-Ds;-Spiegel noch die 1,25(OH),Vitamin-Ds-Spiegel
signifikant zwischen beiden untersuchten Gruppen, sofern die Altersstruktur der
Gruppen vergleichbar war. Ob ein juveniler Vitamin-D-Mangel die Regulation
des Immunsystems beim Hund negativ beeinflusst und damit zu einer erhohten
Inzidenz von Autoimmunkrankheiten wie z. B. D. m. fithrt, konnte mit dieser
Studie nicht beantwortet werden. Ein Vitamin-D-Mangel als nutritiver
atiologischer Faktor beim erwachsenen Hund mit manifestem D. m. konnte

allerdings weitgehend ausgeschlossen werden.

3. Limitationen dieser Studie
In der Tiermedizin sind prospektive Studien, die an Untersuchungen an Patienten

und nicht an Labortieren durchgefiihrt werden, sehr héufig gewissen
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Beschrankungen unterworfen. Im Folgenden sollen einige Aspekte der
vorliegenden Studie kritisch beleuchtet werden.

3.1. Tierzahl

Bis auf SNP V1 waren alle Unterschiede in den Allelfrequenzen der SNPs der
Gene des VDR, CTLA4 und des LYP nicht statistisch signifikant. Dies kann zum
einen daran liegen, dass tatsidchlich keine Unterschiede in den Allelfrequenzen in
den untersuchten Genen vorliegen, zum anderen konnte auch die untersuchte
Tierzahl zu klein sein, um vorhandene subtile Unterschiede nachzuweisen. Die
Eignung einer Studie, Unterschiede bei einer bestimmten Allelfrequenz
nachzuweisen oder auszuschlieBen wird als Teststidrke oder statistische Power
bezeichnet. Diese Teststirke wird normalerweise auf 80 % gesetzt, bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 (MANSFIELD, 2005). Die benétigte Tierzahl, um
eine Teststirke von 80 % bei den gegebenen Allelfrequenzen zu erhalten, war bei
keinem der SNPs des VDR-, CTLA4- und LYP-Gens gegeben.

Um fiir alle SNPs eine endgiiltige Aussage iliber den Zusammenhang von
Allelfrequenzen und D. m. treffen zu kénnen, wéren deutlich groBere Tierzahlen
notig. Da die Teststirke von der EffektgroBe und damit von den vorliegenden
Allelfrequenzen abhédngt, konnte im Voraus keine Aussage iiber die benotigte
Tierzahl getroffen werden. Erst im Lauf der Studie wurde deutlich, dass in der
veranschlagten Zeit keine ausreichende Tierzahl fiir gesicherte Aussagen iiber die
meisten SNPs zu erreichen war.

3.2. Patientenkollektiv

Aufgrund der kleinen Tierzahl wurden ausnahmslos alle Hunde mit D. m. in die
Studie aufgenommen, bis auf ein Tier mit einem angeborenen D. m. und zwei
Tieren mit einem bestétigten Gestationsdiabetes. Die sichere Diagnose eines
Gestationsdiabetes, der wahrscheinlich keine genetische Pradisposition aufweist,
ist nur schwer moglich. Der Ausschluss aller zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
nicht kastrierten weiblichen Tiere wére also geboten gewesen (CATCHPOLE et
al., 2005). Dies geschah aufgrund der sowieso schon kleinen Tierzahl ebenso
wenig wie der Ausschluss aller Tiere mit einer bestdtigten Diagnose von
Hyperadrenokortizismus. Da die Diagnose eines autoimmunen D. m. analog des
menschlichen T1DM auf der Basis der Messung von Autoantikdrpern oder eines
pathohistologischen Nachweises einer autoimmunen Insulitis bisher nicht méglich
ist, bleibt der (vermutete) autoimmune D. m. des Hundes eine Ausschlussdiagnose

(GALE, 2005).
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Auch Tiere, die vor Beginn des D. m. an einer Entziindung des exokrinen Anteils
der Bauchspeicheldriise (Pankreatitis) leiden, sollten deshalb keinen Eingang in
eine Studie zu den genetischen Ursachen einer vermuteten Autoimmunerkrankung
finden (CATCHPOLE et al, 2005). Diese Einschrinkungen in den
Ausschlusskriterien wurden in Kauf genommen, da die vorliegende Arbeit
vornehmlich dem Zweck diente, Methoden fiir die Untersuchung eines strikter
definierten, groferen Patientenkollektivs zu etablieren sowie Kandidatengene fiir
eine solche Untersuchung zu beschreiben.

3.3. Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 77 klinisch gesunden Hunden, die hauptsdchlich
im Besitz von Studenten und Mitarbeitern der Tiermedizinischen Fakultdt der
LMU Miinchen waren. Aullerdem wurden Patienten, die zur Impfung an die
Medizinische Kleintierklinik Miinchen gebracht wurden und Patienten, die an der
Dobermannstudie der Abteilung fiir Kardiologie teilnahmen, heran gezogen. Zwar
entsprach die Rassenverteilung der Kontrollgruppe insgesamt jener der Hunde mit
D. m., jedoch standen sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe der
erkrankten Hunde nicht gentigend Tiere zur Verfligung, um innerhalb der Rassen
Vergleiche anzustellen.

Eine Anpassung des Alters der Kontrollgruppe erfolgte nur bei der Messung der
25(0OH)-Vitamin-Ds-Spiegel, da hier erstens geniigend Tiere zur Verfiigung
standen und zweitens beim initialen Vergleich einer nicht altersentsprechenden
Kontrollgruppe mit der Gruppe der erkrankten Hunde ein signifikanter
Unterschied zwischen den Mittelwerten der 25(OH)-Vitamin-D;-Konzentrationen
ersichtlich war. Dieser Unterschied trat bei Verwendung einer
altersentsprechenden Kontrollgruppe jedoch nicht mehr auf.

Die Verwendung einer Kontrollgruppe bei genetischen Untersuchungen, die den
caninen D. m. betreffen, ist deswegen problematisch, weil D. m. erst bei Hunden
in der zweiten Lebenshilfte auftritt und daher Hunde, die in der Kontrollgruppe
als Hunde ohne D. m. gefiihrt werden, im Laufe ihres Lebens noch einen D. m.
entwickeln konnen, jedoch dann in ihrem Genotyp félschlicherweise der Gruppe
ohne D. m. zugerechnet werden. Allerdings gibt es kein bestimmtes
Schwellenalter, ab dem Hunde keinen D. m. mehr entwickeln, so dass
strenggenommen erst nach dem Tod des Tieres eine Kategorisierung in die

jeweilige Gruppe moglich ist.
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3.4. Studiendesign

Der Ansatz, Kandidatengene, die sich aus funktionalen pathophysiologischen
Uberlegungen herleiten, auf Polymorphismen zu untersuchen und deren
Hiufigkeit zwischen erkrankten und gesunden Individuen zu vergleichen, hat in
der Humanmedizin vielfach zum Erfolg gefiihrt. Beim Hund jedoch sind nur
wenige Studien verdffentlicht worden, die einen Zusammenhang zwischen SNPs
und einer bestimmten Krankheit darlegen konnten (SOLLER et al, 2006;
ZANGERL et al., 2006). Die meisten dieser Studien konnten entweder aufgrund
zu geringer Tierzahlen keine statistisch signifikante Aussage treffen oder die
untersuchten Kandidatengene waren nicht an der Pathogenese beteiligt (WILKE et
al., 2005; LIPPMANN et al., 2006; SKELLY & FRANKLIN, 2006; WOHLKE et
al., 2006). Dies mag zum einen an der Auswahl der Kandidatengene liegen, denn
auch wenn bei Mensch und Hund auf klinischer oder pathologischer Ebene
vergleichbare Krankheitsbilder gefunden werden, konnen die molekularen
Mechanismen unterschiedlich sein. Zum anderen fehlt es aber, wie bei der
vorliegenden Studie, in der Tiermedizin hiufig an genau definierten
Krankheitsentitdten und damit an strikten Einschlusskriterien und homogenen
Patientenkollektiven. Dies gilt insbesondere fiir Krankheiten, an denen mehrere
Genorte beteiligt sind und bei denen Umwelteinfliisse eine grofle Rolle spielen.
Die genomweite Suche nach Kandidatengenen und der Ansatz, betroffene und
nicht betroffene Familienmitglieder zu untersuchen statt unabhidngiger
Patientenkollektive, hat sich in einigen Féllen als vielversprechender heraus

gestellt (YUZBASIYAN-GURKAN et al., 1997; HUNTER et al., 2006).

4. Relevanz der vorliegenden Studie

D. m. ist eine der hdufigsten Endokrinopathien beim Hund (CATCHPOLE et al.,
2005), und die Insulintherapie ist kostenintensiv, aufwendig und ohne die
entsprechende aktive Mitarbeit der Patientenbesitzer unmoglich (FELDMAN &
NELSON, 2004). Im Sinne der Zuchthygiene ist daher die Identifikation von
erblichen Risikofaktoren, hdufig betroffenen Rassen und von Individuen, die
Risikofaktoren tragen, wiinschenswert. Die vorliegende Arbeit ist die bisher
einzige, in der ein moglicher Zusammenhang mehrerer Kandidatengene mit
caninem D. m. untersucht wurde.

Zur wirksamen Prévention dieser hdufigen und schwerwiegenden Krankheit muss

jedoch auch die Bedeutung von Umweltfaktoren untersucht werden. Durch die
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Bestimmung der Vitamin-D-Spiegel wurde der Versuch unternommen, die
Bedeutung eines nutritiven Faktors mit beim Menschen nachgewiesenem Einfluss
auf das Immunsystem abzuschitzen.

Beim Menschen wurden die Gene mit dem gréfiten Einfluss auf die Erblichkeit
des TIDM bereits identifiziert, und der eindeutige Nachweis einer autoimmunen
Atiologie der Krankheit wurde serologisch und histopathologisch erbracht.
Zusétzlich ist der Nachweis der Autoimmunerkrankung beim Einzelpatienten
durch den Nachweis von Autoantikdrpern im Serum routinemifig moglich
(GILLESPIE). Die Atiologie des caninen D. m. konnte mit serologischen und
histopathologischen Methoden bisher noch nicht aufgeklart werden (GEPTS &
TOUSSAINT, 1967; HAINES, 1986; ALEJANDRO et al., 1988; CATCHPOLE
et al, 2005). Daher konnte ein Nachweis von Verdnderungen in fiir
Autoimmunitét relevanten Genen die These stiitzen, dass ein Teil der caninen D.-
m.-Fille autoimmuner Genese ist. Hierzu wurden die beim menschlichen TIDM
relevanten Kandidatengene des VDR, des CTLA4 und des LYP sowie ein Teil des
MHC-Locus auch beim Hund untersucht und Methoden etabliert, die grofere
Studien an mehr Patienten effizient und kostengiinstig moglich machen.

S. Ausblick

GroBere Studien mit mehr Tieren, die strikter angewandte Ausschlusskriterien und
ausreichende Teststarke ermdglichen, kdnnten die genetischen Hintergriinde des
caninen D. m. griindlicher aufkldren. Die morphologische und pathologisch-
histologische Untersuchung der Atiologie konnte bisher keine schliissigen
Beweise hinsichtlich der autoimmunen Pathogenese des caninen D. m. liefern.
Auch der serologische Nachweis von Autoantikdrpern gegen B-Zellen oder
korpereigenes Insulin  konnte noch nicht {iiberzeugend gefiihrt werden.
Verdnderungen in Genen, die mit der Regulation der Autoimmunitét in
Zusammenhang stehen, konnten dagegen die Hypothese der autoimmunen Genese
des caninen D. m. stiitzen.

Wenn die Atiologie des caninen D. m. zweifelsfrei bewiesen werden kann, und
wie beim Menschen ein Zeitpunkt einer beginnenden Autoimmunreaktion
definiert werden kann, ist eine Intervention mit gezielten Eingriffen in die
Kaskade der Autoimmunitdt denkbar. Beim Menschen wurden bereits teilweise
erfolgreiche Studien mit dem gezielten Einsatz immunmodulatorischer Pharmaka
bei Risikopatienten durchgefiihrt (CABRERA-RODE et al., 2006; CERNEA &
HEROLD, 2006), und auch beim Hund wire ein Eingreifen in friihere Stadien des
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Krankheitsprozesses denkbar, sobald Individuen mit erhhtem Risiko sicher zu
identifizieren sind.

Die Aufklirung der Atiologie des caninen D. m. kénnte auch der Humanmedizin
ein Tiermodell fiir spontanen multikausalen D. m. zur Verfiigung stellen. Der
Hund als Modellorganismus fiir den menschlichen D. m. bietet im Vergleich zu
Nagermodellen den Vorteil, dass er den gleichen Umweltfaktoren wie der Mensch
ausgesetzt ist und viele verschiedene Rassen mit unterschiedlichem genetischen
Hintergrund  vorliegen, die teilweise die  Diversitdt  menschlicher
Patientenkollektive (z. B. verschiedene Ethnien) widerspiegeln und so die
Interaktion zwischen genetischer Pridisposition und dem Einfluss der Umwelt
erforschbar machen (LINDBLAD-TOH et al., 2005; KENNEDY et al., 2006).

Die Inzuchtlinien der Nagerdiabetesmodelle haben den Nachteil, dass ihr
genetischer Hintergrund sehr eng begrenzt ist. Gene, die auf einem speziellen
genetischen Hintergrund fiir D. m. verantwortlich sind, miissen dies auf einem
anderen genetischen Hintergrund nicht zwangsléufig auch sein. Der Hund bietet
als ,,Auszuchtstamm® den Vorteil einer breiten Genvariabilitdt. Auch existiert
bisher kein Nagermodell fiir den humanen LADA; hier konnte der Hund als
Modellorganismus dienen (REES & ALCOLADO, 2005), da der canine D. m.
wie der LADA spontan bei adulten Individuen entstehen kann. Der Tiermedizin
konnte der Nachweis einer autoimmunen Atiologie des caninen D. m. ein tieferes

Verstandnis der Pathogenese und damit erweiterte Therapieoptionen ermdglichen.

Die Rolle von Vitamin D als regulatorischem Faktor des caninen Immunsystems
wurde bisher kaum untersucht. Beim Menschen hingegen ist die Rolle, die
Vitamin D als potenter Faktor nicht nur bei der Regulation der Autoimmunitét,
sondern auch bei der Infektabwehr und bei der Tumorgenese spielt, in vielen
Studien gut dokumentiert.

Vitamin D wirkt antiproliferativ und konnte in vitro und in verschiedenen
Tiermodellen die Proliferation von Krebszellen hemmen. Vitamin D fordert die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und ist so an der Abwehr von
Bakterien und der Bekdmpfung von Tumorzellen beteiligt. Eine erhdhte Inzidenz
von Autoimmunkrankheiten bei Menschen mit Vitamin-D-Mangel konnte
genauso nachgewiesen werden wie ein protektiver Effekt gegeniiber
Glomerulosklerose (CANTORNA & MAHON, 2004; DUSSO et al., 2005;
NORMAN, 2006).
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Da der Hund Vitamin D nur iiber die Nahrung aufnehmen kann, stellt sich hier
noch in viel groBerem Malle die Frage, wann die Vitamin-D-Versorgung als
ausreichend angesehen werden kann und ob &ltere Hunde, wie dltere Menschen
auch, von einer oralen Vitamin-D-Supplementierung profitieren konnten. Studien
iiber den Vitamin-D-Bedarf von Hunden in verschieden Lebensstadien oder {iber
Vitamin-D-Mangel als nutritivem Faktor bei caninen Autoimmunkrankheiten

fehlen bisher.
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VI. Zusammenfassung

Genetische und nutritive Faktoren bei der Entstehung von Diabetes mellitus
beim Hund: Untersuchungen zu Polymorphismen in vier Kandidatengenen

und zur Vitamin-D-Versorgung

Diabetes mellitus (D. m.) ist eine der hiufigsten endokrinen Krankheiten des
Hundes, die in vielen Féllen auf mangelnde Insulinsekretion der B-Zellen des
Pankreas zuriickzufiihren ist. Die Atiologie dieser beim Menschen als Typ I
bezeichneten Form des D. m. ist beim Hund nicht abschlieBend geklédrt. Beim
Menschen wird von einer Autoimmunerkrankung ausgegangen, fiir die sowohl
genetische  Préddispositionen als auch potentiell immunmodulatorische
Umweltfaktoren eine Rolle spielen.

Mehrere Studien fanden Assoziationen zwischen D. m. und Polymorphismen
(Abweichungen von der normalen Nukleotidsequenz) der Gene des Major
Histocompatibility Complex (DLA), der Lymphoid-Tyrosin-Phosphatase (LYP),
des Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA4) und des Vitamin-D-Rezeptors
(VDR). Alle diese Gene spielen beim Menschen eine Rolle bei der Préisentation
von korpereigenen Antigenen und der Unterdriickung oder Forderung der
Autoimmunitdt und wurden in der vorliegenden Studie auch beim Hund auf
Polymorphismen untersucht.

Es wurde von 51 Hunden mit D. m. und 77 gesunden Hunden DNA aus
peripheren Blutleukozyten isoliert. AnschlieBend wurde ein Teil der Exons und
der Intron-Exon-Grenzen der oben genannten Gene mittels PCR amplifiziert.
Mittels Sequenzierung und anschlieBendem Alignment der Sequenzen wurden 21
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) gefunden, davon zehn bisher
unpublizierte. Drei verschiedene SNP-PCR-Methoden wurden fiir die
Genotypisierung der SNPs in den Genen des LYP, CTLA4 und VDR angewendet
und die Allefrequenzen aller SNPs bestimmt. Um die SNPs im DLA-Gen zu
untersuchen wurde dieses bei allen Hunden sequenziert.

Hunde mit D. m. trugen signifikant hdufiger das T-Allel an SNP V1 im Vitamin-
D-Rezeptor-Gen (53 % der Hunde mit D. m., 29 % der gesunden Hunde), gesunde
Hunde héufiger das C-Allel (16% der Hunde mit D. m., 29 % der gesunden
Hunde). Zwei protektive Haplotypen (DQA1*00501/DQA1*00401) und zwei
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Haplotypen mit erhhtem Risiko fiir D. m. (DQA1*00601/DQA1*00101) konnten
im DLA-Gen gefunden werden.

Da Vitamin D immunmodulatorische Wirkungen besitzt und beim Menschen ein
nachgewiesener Zusammenhang zwischen juvenilem Vitamin-D-Mangel und D.
m. besteht, wurden die Vitamin-D-Spiegel von gesunden Hunden mit denen von
Hunden mit D. m. verglichen. Bei 29 Hunden (13 mit D. m., 16 gesunde) wurden
die 25(OH)Vitamin-D;-Spiegel bestimmt. Bei 43 Hunden (25 mit D. m., 18
gesunde) wurden die 1,25(OH),Vitamin-Ds-Spiegel bestimmt.

Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte weder bei den 25(OH)Vitamin-
D;-Spiegeln noch bei den 1,25(0OH),Vitamin-Ds-Spiegeln nachgewiesen werden.
Aufgrund der zu geringen Tierzahl konnte nicht bei allen SNPs ein
Zusammenhang zwischen Unterschieden in den Allelfrequenzen und D. m.
hergestellt werden. Die vorliegende Studie diente daher im wesentlichen der
Etablierung von effizienten Methoden zur SNP-Genotypisierung und der
Beschreibung von Kandidatengenen des caninen D. m., um ein groBeres

Patientenkollektiv untersuchen zu konnen.
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Vil. Summary

Genetic and nutritive factors in the etiology of canine diabetes mellitus:
Investigations of polymorphims in four candidate genes and the vitamin-D-
status of diabetic dogs

Diabetes mellitus (d. m.) is among the most common endocrinopathies in dogs.
Insufficient secretion of insulin by pancreatic B-cells is the underlying cause of D.
m. in many diabetic dogs. Insulin defiency d. m. in humans is due to autoimmune
destruction of B-cells, the etiology of the canine insulin defiecincy d. m. remains
to be clarified. Human insulin deficiency d. m. is referred to as type I d. m.
(TIDM).

In TIDM, both genetic and environmental factors contribute to an autoimmune
inflammation of B-cells and their subsequent destruction. Correlations between
polymorphisms (changes in normal nucleotide sequence) in the genes of the major
histocompatibility complex (DLA), the lymphoid-tyrosin-phosphatase (LYP), the
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA4) and the vitamin-D-receptor (VDR)
and T1DM were detected in several studies on human patients. All these genes are
known to play an important role in the regulation of autoimmunity or the
presentation of antigen in humans.

This study investigated single nucleotid polymorphisms (SNPs) in the canine
homologues of these genes. For this purpose, DNA was isolated from peripheral
blood leukocytes of 51 dogs suffering from d. m. and 77 healthy control dogs.
Exons and exon-intron boundaries of the aforementioned genes were amplified by
PCR and sequenced in a commercial laboratory. The sequences were aligned and
21 polymorphisms (ten previously unpublished) could be detected. For all
polymorphims in the genes of the LYP, CTLA, and VDR, SNP-PCRs were set up
for genotyping and allele frequencies were calculated. In DLA, genotypes were
determined by means of sequencing.

The allele frequency for the T-allele in SNP V1 (VDR-gene) was significantly
increased in dogs with d. m. (T: 53 % in diabetic dogs, 29 % in healthy dogs)
compared to healthy dogs, who bore the C-allele more often (C: 16% in diabetic
dogs, 29 % in healthy dogs). Two haplotypes (DQA1*00501/. DQA1*00401) in
the DLA gene coding for the major histocompatibility complex were found to be
protective against d. m., two other haplotypes (DQA1*00601/ DQA1*00101)

were correlated with a higher risk of d. m.
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In humans, a correlation between juvenile vitamin-D-deficiency and an increased
risk of d. m. could be detected, and there is evidence for vitamin D holding
immunomodulatory properties. Vitamin-D-levels of dogs with d. m. were
compared to thoses of healthy dogs. 25(OH)vitamin-Ds-levels were measured in
29 dogs (13 diabetic, 16 healthy), 1,25(OH),vitamin-Ds-levels were measured in
43 dogs (25 diabetic, 18 healthy). Significant differences could be measured
neither in levels of 25(OH)vitamin D3 nor in levels of 1,25(OH),vitamin Djs.

Animal numbers were too small to detect correlations with differences in allele
frequencies between dogs with d. m. and heatlthy controls for most SNPs. Further
research is warranted with the methods and candidate genes established in this

preliminary study.
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