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Abstract:

Background: Familial Hypercholesterolemia (FH) is a severe congenital disorder
of the fat metabolism. Mutations in genes involved in the clearance of LDL-
cholesterol from the blood, mainly the LDL-Receptor gene, resolve in very high
plasma levels of the lipoprotein. Although those mechanisms have long been
understood, there still exists a diagnostic gap due to variations in LDL-levels
between patients with the same mutation causing the disease. Epigenetic
mechanisms, which are strongly influenced by environmental factors, might
provide an explanation for this unsolved matter. Aim: The Aim of the work was
the detection of variations in DNA-methylation in regulatory regions of the LDL-
receptor gene and LDL-receptor adapter protein 1 in children with FH. Further it
was asked if there exist differences in methylation profiles of children and adults
in the analyzed regions. Study design: DNA-methylation levels of 7 children with
FH were compared to a control group consisting of 5 children with morbid
obesity and 2 healthy children. Method: DNA extracted from dried blood spots
underwent Bisulfit treatment, which enables differentiation between methylated
and unmethylated samples in High Resolution Melting Analysis by means of
their melting point. Results: The study did not detect any variations in DNA-
methylation in all of the analyzed samples and regions. Conclusions: The
results do not link DNA-methylation to the diagnostic gap in phenotypes of
familial hypercholesterolemia. Further analysis of genes involved in lipoprotein
metabolism and other possible responsible epigenetic mechanisms is needed to

answer the open questions.



Zusammenfassung:

Hintergrund: Familiare Hypercholesterindmie (FH) ist eine erblich bedingte
Stoérung des Fettstoffwechsels. Mutationen von Genen, welche fur die
Aufnahme des LDL-Cholesterins in die Zellen notwendig sind, vorrangig der
LDL Rezeptor, fuhren schon wahrend der Kindheit zu extrem hohen
Cholesterinspiegeln. Obwohl die genetische Basis der Krankheit bekannt ist,
gibt es Lucken in der Erklarung von Schwankungen des LDL-
Cholesterinspiegels bei Patienten, die dieselbe Mutation als Grund fur FH
tragen. Epigenetische Mechanismen, die stark durch Umweltfaktoren gepragt
sind, kdnnten eine Erklarung fur diese Varianzen im Phanotyp liefern. Ziel: Ziel
der Arbeit war die Suche nach Differenzen der DNA-Methylierung innerhalb
regulatorischer Abschnitte der Gene des LDL Rezeptors und des LDL Rezeptor
Adapter Protein 1 bei Kindern mit Familiarer Hypercholesterinamie. Eine
weitere Frage war, ob in diesen Regionen Unterschiede im Methylierungsstatus

von Erwachsenen und Kindern vorkommen. Studiendesign: Die Studie

vergleicht den DNA-Methylierungsstatus von 7 Kindern mit Familiarer
Hypercholesterinamie mit einer Kontrollgruppe bestehend aus 5 Kindern mit
morbider Adipositas und 2 gesunden Kindern sowie mit wissenschaftlicher
Literatur. Methodik: Die aus Trockenblutkarten extrahierte DNA wurde einer
Bisulfitbehandlung unterzogen, wodurch unterschiedlich methylierte und
unmethylierte Proben anhand ihres Schmelzpunktes durch High Resolution
Melting Analysis differenziert werden konnten. Ergebnisse: Die Untersuchung
konnte keine Varianzen im Methylierungsstatus aller analysierten Proben und
Regionen feststellen. Fazit: Die Ergebnisse der Untersuchung kénnen keine
Erklarung fur die diagnostische Lucke bei Familiarer Hypercholesterinamie
liefern, sondern weisen eher auf eine hohe Bandbreite an Grinden fur

unspezifische FH hin.



Danksagungq:

Die Erarbeitung jeder Diplomarbeit beinhaltet ihre Hohen und Tiefen. In
menschlicher Hinsicht habe ich nur Hohen erlebt.

An erster Stelle gebihrt mein Dank Herrn Prof. Kurt Herkner, der mir die
Moglichkeit gegeben hat, an einem so spannenden und interessanten Thema
zu arbeiten. Durch die blitzschnelle Beantwortung aller meiner E-Mails kam mir
die ausgezeichnetste Betreuung zu Gute, nicht einmal sein Wohnsitz auf einem
anderen Kontinent hat daran etwas geandert.

Weiters mdochte ich mich bei Frau Prof. Susanne Greber-Platzer fur die
Unterstutzung und Finanzierung meiner Arbeit bedanken.

Vielen Dank an Dr. Kristina Tendl fur die freundliche Hilfe und die viele Zeit, die
sie sich far mich genommen hat.

Herzlichen Dank an Alexander Dangl, sowohl fir die technische Unterstitzung
als auch dafir, dass ich mich durch die freundliche Atmosphére jeden Tag
darauf gefreut habe, ins Labor zu kommen.

Danke auch an Stefan Schulz fir die technische Einschulung und fir die Insider
Tipps bei der Durchfuhrung.

Zum Schluss noch vielen Dank an meine Eltern, sowohl fur die finanzielle als
auch liebevolle Unterstitzung wahrend meiner gesamten Studienzeit.

Danke an meinen Bruder Matthias fir das pedantische Durchlesen meiner
Arbeit und an meinen Bruder/Mitbewohner Jakob fur die Duldung meines in
stressigen Zeiten leider ofters auftretenden Chaos.

Danke an alle meine Freunde, die meine Jammerei so tapfer ertragen haben!
Eine besondere Liebeserklarung geht hiermit an Claudia, Daniela, Isa, Lisi,

Maggy, Nici, Onna, Seebastian und Sophia.



Inhaltsverzeichnis:

ABKURZUNGSVERZEICHNIS: .....ooiitiietie ettt eve e 1
I N I SRR 3
2. THEORIE: . .eeiteiiiie ettt e e e e e e et e e e e e e e e e st et eeeaaeeaeasssnsrnneeaaeeaaaans 4
2. L. EPIGENETIK: 1tttttuuuuususssssssnsnsnsssnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssnssnsnnnnnnnns 4
Bedeutung der EPIgeNetiK:.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 5

I N N\ =1 )Y 1= (U o SR 6
CPG INSEIN .. 7
Regulatorische Effekte der DNA-Methylierung: ........cccoeveieeiiiiiiiiii e, 8

2.2. FAMILIARE HYPERCHOLESTERINAMIE: .. ..uuvuuuuesusessssssessssnnnnnnsnnsnnsnnsnnnsnnssssnnsnsnnnnnnnns 9
= 1] 1 =T €] o 1o 9
Ursachen fiir Familidre Hypercholesterindmie: ..........ccccoovieiiiiiiiiiiiin e, 11

2.3 FETTSTOFFWECHSEL: ...utttttuuustsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnsnnnns 12
LoW-Density-Lipoprotein: .......uueiiii e 12
Lipoprotein MetabolSimMUS: .........ooiii i e 13

2.4. KARDIOVASKULARE ERKRANKUNGEN: ... .vutvtvtussssssssssssssssssssnssssssnsssnssnssnsssssnssnsnnnns 14
RISIKOTAKEOTEIN: ... ..ttt nennnees 14
Ausbildung vON ArterioSKIEIOSE:.........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 15

BT I LI {4 @ ] 16
Aufnahme des LDL-Cholesterins in die Zelle: .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinnnn. 16
AUTDAU JES LDL REZEPIOIS: ... ettt beeebeeeeeeeesseenennnene 17
2.6. REGULATION DES LDL REZEPTORS: ...tvtttttttututetusnsnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnssnssnnnssnmmmmnnnnes 19
SREBPS: ... 19

Der Einfluss bestimmter Schilddrisenhormone:..........ccccovvveevviieiiiiiinee e, 20
15 20

2.7. LDL REZEPTOR ADAPTER PROTEIN L: ...uuutiiiiiiiiiruuueueneussnsesssssnnnnssssssnssnsssssnnnnnnnnes 20
AUTDAU DES LDLRAPL: ... ittt saesssesssssssssssssssssnssnnnnnne 21

2.8. ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN EPIGENETIK UND DEM AUFTRETEN VON
KARDIOVASKULAREN ERKRANKUNGEN: .......ccitiiiiiiiiiiiieeieieeieeeeteeseseeaeseeaaaaeaeeeaasaaeeaeeeens 22
Epigenetik und kardiovaskulare Erkrankungen: ...........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeceeeviinn, 22
Epigenetik und Blut Lipid Parameter: ................uuuuuirmiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiieeeinnenennnees 23
DNA-Methylierung des LDL REZEPLOIS: ....uuuieieeeeeieeeiicee et eeaans 25

3. DURCHFUHRUNG: ....oiiiiiie ittt ettt et e e tee e e tte et a e e enaeeseneneseneeeea 26
G0 Sy U 1] =2 ] =[] S 26
3.2, PATIENTINNENKOLLEKTIV: 1t ttttietttiteeeettsseeeetiaseeeetaseessatnsaeeatasesesssseeeesnnneeeensnns 26

G TR T ] = 27
3.4, UNTERSUCHTE STELLEN: .1t tttuutittittieeeettn e eeeatiaseeeetaseeeestaaeeeasn e seesnseesesnnneeeensnns 29
AM LDL REZEPIOI: ...ttt ettt e e et e e e nn e e e e 29
[0 To LS I T G Gt 31
LOCUS LDLR Pl L it e e e e e e et e eaeenaees 31



Am LDL Rezeptor Adapter Protein L:........ooooiiiiiiiie i e e 33
[0 To LS I 2 . 34

3.5, IMETHODIK: L.ttt 35

D N = | o] o R 35
BisUIfItbenandIung: ..........uiiii e 35
Touchdown PCR und High Resolution Melting Analysis: .........c.cccccvviiiiiiiieeeeeennn, 36
Methylation Independent Primer (MIP): ... 38
Methylation Specific Primer (MSP):.........ooiiii e 38
Agarose-GeleleKtrophOoreSe: ..........u i 38
SEOUENZIEIUNG: ettt 39

4, ERGEBNISSE: .....cottiiiiiiiiiiiiiite ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e s snsranreaaaeens 39
4.1, LOCUS LDLR PL R .ttt ssssennesnnees 39
4.2. LOCUS LDLR PL L: o.iiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiitiiiesssassssssssssssssssssssssssnnnnsnnnes 41
4.3. LOCUS LDLR P2: ... ittt ssssssssssssssssnsnnsnsnnnes 42
4.4, LOCUS LDLR P3: ..ttt sssssssnssssnnnes 44
4.5, LOCUS LDLRAPL: ..ottt assbsssssssssssssnssssnnsnnsnnnnnes 45
5. DISKUSSION: .ciiiieeeiiitieeie ettt e e e e e e e et e e e e e e e e st a e eeaeeeeaasnnstananeaaeeeaaanns 49
6. LITERATURVERZEICHNIS: ...ttt e e e e e et naaeeeeaanes 53
7. ABBILDUNGSVERZEICHNIS: ..ot 68
8. TABELLENVERZEICHNIS: ...ttt a e e e 69
O, ANHAING . .ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e raaaaaaaeeaaan 70
9.1. SEQUENZIERUNGEN: ......iittiiiiititiiee ittt e e et et et et et e et e e e e e e e e e e e e ae et aeeteaaeaeaaaaeaeaaaaaearaeaaees 70

9.2. LISTE DER VERWENDETEN KITS UND CHEMIKALIEN: .. .cctuiiiiiieeiii et eeee e eieeeaieees 75






Abkirzungsverzeichnis:

°C
ABCAl
Apo
Asn
Asp

Bp

CETP
Dab2
DNA
DNMT
EDTA
EGF
ER

et al.
FH

G

Glu
H.O
HDL
HMG-CoA-Reduktase
HRM
IDL
IDOL
IGF2
KHK
LCAT
LDL
LDLR
LDLRAP1

Grad Celsius

ATP-binding membrane cassette transporter A1
Apolipoprotein

Asparagin

Asparaginsaure

Basenpaare

Cytosin

Cholesterylester Transfer Protein

Disabled Homolog 2 Protein
Desoxyribonukleinsaure

DNA Methyltransferase
Ethylendiamintetraessigséure

Epidermal Growth Faktor

Endoplasmatisches Retikulum

et altera

Familiare Hypercholesterindmie

Guanin

Glutamin

Wasser

High Density Lipoprotein
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
High Resolution Melting Analysis

Intermediate Density Lipoprotein

Inducibel Degrader of the LDLR

Insulin-like Growth Faktor 2

koronare Herzkrankheiten

Lecitin Cholesterin Acyltransferase

Low Density Lipoprotein

Low Density Lipoprotein Rezeptor

Low Density Lipoprotein-Rezeptor Adapter Protein 1



LPL
MIP
MO
MSP
NOS
PCR
PCSK9

Pro
PTB
RRE
SAM
Spl
SREBPs
T3
TAE
TG
TNNT1
TRE
TRIS
TRL
Tyr

Val
VLDL

Lipoprotein Lipase

Methylation Independent Primer
Morbid Obesity / morbide Adipositas
Methylation Sensitive/Specific Primer
Stickstoff Monoxid Synthase
Polymerase Kettenreaktion
Proprotein Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Serin
Protease

Prolin

Phosphotyrosin Binde Doméne
LDLR Related Protein
S-Adenosylmethionin
Transskriptionsfaktor Specificity Protein 1
Sterol Regulatory Binding Elements
Triiodthyronin

Tris Acetat EDTA-Puffer

Triglyceride

Troponin T

Thyroid Responsive Element
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triglycerid-rich Lipoprotein

Tyrosin

Valin

Very Low Density Lipoprotein



1. Einleitung:

Familiare Hypercholesterindmie ist eine erblich bedingte Stoffwechselstérung,
die durch schon im Kindheitsalter extrem erhdhtes LDL-Cholesterin im Plasma,
die Ausbildung kardiovaskularer Erkrankungen mit sich tragt [Goldstein et al.
2001].

Obwohl die genetische Basis von Familiarer Hypercholesterinamie gut
verstanden ist, existiert immer noch Unklarheit Uber die teilweise auftretenden
hohen Varianzen im LDL Cholesterinspiegel zwischen Tragern ein und
derselben  Mutation, welche fur das Auftreten von Familiarer
Hypercholesterinamie verantwortlich scheint [Rader et al. 2003]. Auch das
Risiko, ob und wann eine kardiovaskulare Erkrankung auftritt, variiert damit
stark. Grunde fir diese diagnostische Licke kénnten neben Mutationen in
Genen, deren Beteiligung an Familidrer Hypercholesterindmie bis jetzt
unbekannt ist [Soufi et al. 2013], auch epigenetische Mechanismen sein.
Derzeit gibt es jedoch im Bereich der epigenetischen Regulation der
Blutlipidparameter nur sehr wenig Forschung. Speziell bei Kindern existiert
keine einzige Studie, obwohl schon in der Kindheit die Grundsteine fur die
spater einsetzenden kardiovaskularen Erkrankungen gelegt werden [Berenson
et al. 1998].

In dieser Arbeit soll die mdgliche Rolle der Epigenetik in Form der DNA-
Methylierung an den Genen des LDL Rezeptors und des LDL Rezeptor Adapter
Protein 1 bei Kindern mit Familiarer Hypercholesterindmie geklart werden. Es
soll festgestellt werden, ob es Unterschiede in der DNA Methylierung innerhalb
des Patientinnenkollektivs gibt und ,ob Kinder in ihrem Methylierungsstatus von
Erwachsenen differenzieren.

Dazu werden regulatorische Regionen der Gene durch High Resolution Melting
Analysis auf Varianzen in der DNA-Methylierung der unterschiedlichen Proben

verglichen.



2. Theorie:

2.1. Epigenetik:

Die Epigenetik definiert sich durch alle meiotisch und mitotisch vererbbaren
Veranderungen, welche nicht durch die DNA Sequenz selbst kodiert sind
[Egger et al. 2004].

Epigenetische Mechanismen sind flexible genomische Faktoren. Diese
verandern, durch exogene Einflisse ausgeldst, die Funktion des Genoms
sowohl kurzfristig als auch langfristig. Im letzteren Fall kénnen sie stabile
Veranderungen hervorrufen, welche von Zelle zu Zelle weitergegeben werden.
[Baccarelli et al. 2010].

Die Sequenzierung ist zwar seit 2001 abgeschlossen [Lander et al. 2001,
McPherson et al. 2001], aber die Priméarsequenz ist nur ein erster Schritt zum
Verstandnis der Funktion des menschlichen Genoms. Das Wissen uber die
regulatorischen Einflisse der Epigenetik leistet dazu einen essentiellen Beitrag
[Bernstein et al. 2007]. Dies zeigt sich auch in der schnell ansteigenden Zahl
an Publikationen in diesem Bereich [Baccarelli et al. 2010].

Praktisch beschaftigt sich die Epigenetik hauptséachlich mit den Proteinen des
Chromatins, der Interaktion von microRNA mit dem Genom und den Proteinen
und DNA Modifizierungen, die den biologischen Status der Chromosomen-
Regionen bestimmen [Wade und Archer 2006].

Diese zusammenwirkenden Faktoren und deren Verteilungsmuster sind es
auch, die die Informationen enthalten, welche die ausschlaggebenden Enzyme
des Zellkerns anleiten, deren Vorhandensein und Anzahl bestimmen, und die
Zuganglichkeit der DNA regulieren [Strahl und Allis 2000, Jaenisch und Bird
2003].

Trotz der Dynamik der Chromosomen kénnen die epigenetischen Informationen
stabil sein und nicht nur mehrere Zellteilungen und die Meiose [Cavalli und Paro
1998] Uberleben, sondern auch von Generation zu Generation weitergegeben
werden [Grewal et al. 1996, Chong et al. 2004, Liu et al. 2008].



Die ersten Studien im Feld der Epigenetik beschaftigten sich mit
Verdanderungen des Phanotyps, beispielsweise mit der Augenfarbe von
Drosophila [Muller 1930, Schultz 1950] oder dem Silencing der X-
Chromosomen bei Saugetieren [Lyon 1961]. Diese frihen Studien resultierten
in der Etablierung funktioneller Beziehungen zwischen verschiedenen
Regulatoren der Genexpression. Die biochemische Identifizierung und die
Charakterisierung der dahinterstehenden enzymatischen Maschine folgten ab
den 1980er Jahren parallel zur Entwicklung der dafiir notwendigen Techniken
[Wade und Archer 2006]. Siehe dazu auch Abbildung 1.

1962 1985
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suppress RNA synthesis
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Conrad Waddingion coins the

fem epigenetics 1992
1948 1964 Wollfie and Bird laborabories
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Abbildung 1: Meilensteine der Epigenetik [Baccarelli et al. 2010]

Bedeutunqg der Epigenetik:

Die Epigenetik ist der Motor hinter der Bildung verschiedener Zelltypen wahrend
der Entwicklung eines mehrzelligen Organismus [Wade und Archer 2006]. Sie
ist aber auch in noch unzéhlige andere physiologische Prozesse involviert.
Beispiele dafir sind neben der Zelldifferenzierung auch Schutz gegen Viren und
Anpassung an die Umwelt [Feinberg et al. 2007, Jaenisch und Bird 2003]. In
Anbetracht der Bedeutung der epigenetischen Regulation in Hinblick auf die
normale nukleare Funktion, stellt sich die Frage des Einflusses der Epigenetik
auf Krankheiten. Unter anderem ist die Epigenetik eingebunden in die

veranderte DNA Methylierung bei der Entstehung von Krebs [Laird 2003, Jones



et al. 2004, Feinberg et al. 2004]. Weiters sind epigenetische Veranderungen
beobachtet bei Diabetes [Villeneuve et al. 2010], Lupus [Javierre et al. 2010],
Asthma [Adcock et al. 2005] und vielen neurologische Krankheiten [Fouse et al.
2009, Egger et al. 2004, Urdingiuo et al. 2009, Feng et al. 2009].

Das Wissen uber epigenetische Mechanismen und deren regulatorischer
Einfluss leistet einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung von Therapien gegen
diverse Krankheiten, da durch die epigenetischen Mechanismen bestimmt wird,
welche Gene und damit welche Signalwege aktiv sind. Hinzu kommt die
Reversibilitat der epigenetischen Modifikationen, was es einfacher macht, diese
zu verandern bzw. zu behandeln, als Defekte in der Gensequenz selbst [Kelly
et al. 2010]. Neben Krebs ist die Wundheilung [Mann und Mann 2013] nur ein

Beispiel fur die derzeitigen Zielgebiete der epigenetischen Therapie.

Epigenetische Mechanismen kénnen phanotypischen Effekten, ausgelést durch
Umwelteinflisse wahrend kritischer Phasen der Entwicklung, zugeordnet
werden [Anway et al. 2005].

Diese Umwelteinfliisse sind beispielsweise die DNA schadigende Chemikalien,
Krankheit, Stress aber auch Ernahrung und Lebensstil, deren Einfluss direkt
wahrend der Schwangerschaft, oder wahrend des spateren Lebens zu tragen
kommt [Barker et al. 1990].

Eineiige Zwillinge sind beispielsweise am Anfang ihres Lebens epigenetisch
nicht zu unterscheiden, entwickeln aber mit der Zeit wesentliche Unterschiede
in ihren epigenetischen Markern. Dies zeigt den wichtigen Einfluss der Umwelt
auf das Epigenom [Fraga et al. 2005].

DNA Methylierung:

In Saugetieren und anderen Vertebraten kommt die DNA Methylierung an der
C5 Position des Cytosins, hauptsachlich innerhalb von CpG Dinukleotiden vor.
Dort binden die sogenannten DNA-Methyltransferasen an die DNA und
verwenden einen konservierten Mechanismus zur Ubertragung der

Methylgruppe von S-Adenosylmethionin auf das Cytosin [Cheng et al. 2001].
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Abbildung 2: DNA-Methylierung [Bernstein et al. 2007]

Diese Methylierung spielt gemeinsam mit der Histon-Modifikation eine wichtige
Rolle bei der Modulierung der Chromatinstruktur und kommt verteilt Gber das
gesamte Genom, vor allem innerhalb der Gene vor [Eckhardt et al. 2006,
Weber et al. 2005, Bird et al.2002].

Bei Saugetieren gibt es zwei verschiedene Gruppen an DNA-
Methyltransferasen. Zur DNMT3 Familie gehoren die DNMT3a und DNMT3b,
sowie das DNMT3-like Protein (DNMT3L), welches jedoch keine
Methyltransferase-Aktivitat besitzt, sondern als regulatorischer Faktor wirkt [Jia
et al. 2007]. 3a und 3b sind de novo Methyltransferasen, die neue
Methylgruppen in CpG-sites einfigen. Die DNMT1 hat die Funktion das
Methylierungsmuster beispielsweise wahrend der Chromosomenreplikation
[Chen et al. 2006] aufrecht zu erhalten und zu reparieren [Mortusewicz et al.
2005].

CpG Inseln:

Ein interessantes Detail der DNA-Methylierung ist die Anwesenheit sogenannter
CpG Inseln. Diese ca. ein kb langen Sequenzen [Bird et al. 1985, Lander et al.
2001, Larsen et al. 1992, Weber et al. 2007] kommen typisch unmethyliert in
den Promotorregionen der meisten menschlichen Gene vor [Bird 2002]. Bis zu
zwei kb grol3e Abschnitte an den Randern der CpG Inseln, sogenannte CpG-
Island shores, haben stark variable Methylierungsmuster und sind mit

funktionellen CpG-sites angereichert. [Irrizarri et al. 2009].
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Abbildung 3: Aufbau von CpG Inseln [Baccarelli et al. 2010]

CpG Inseln kolokalisieren mit den Promotoren fast aller Haushaltsgene und mit
ca. 40% der Promotoren von gewebsspezifischen Genen [Larsen et al. 1992,
Zhu et al. 2008].

Im Gegensatz zu anderen Genregionen haben CpG Inseln einen erhdhten
Prozentsatz an Guanin und Cytosin, da Methylcytosin spontan zu Thymin
desaminiert, was mit 21% des im humanen Genom erwarteten Wertes zu

Unterreprasentation von CpGs fuhrt [Lander et al. 2001].

Requlatorische Effekte der DNA-Methylierung:

Diese Faktoren fihren zu der Vermutung, dass die CpG Inseln den
Transkriptionsapparat auf die Promotorregionen hinweisen, und diese von den
transkriptionell irrelevanten Chromatinbereichen innerhalb der Gene abgrenzen.
Die Anzahl an Bindungsstellen in der Promotorregion eines Genes ist zwar
leicht erhoht, diese kommen jedoch auch innerhalb eines Gens oft vor. Dies
macht die Identifikation eines Promotors alleine durch die Anwesenheit von
Bindungsstellen nicht mdglich [Prestridge et al. 1993].

CpG Inseln dienen als weitere Hinweise auf Transkriptionsstartstellen, und ihre
genaue Analyse fluhrte zur Entdeckung einiger unerwarteter Promotoren
[Gardiner-Garden und Frommer 1994, Macleod et al. 1998, Kleinjan et al.
2004].

Sind diese Regionen methyliert, ist die allererste Folge eine Verdnderung der

Zuganglichkeit der DNA. Es ist nicht mit Sicherheit zu sagen, ob die DNA



Hypermethylierung und die Histon-Hypoacetylierung der Grund fir Hemmung
der Transkription, oder deren Folge sind. Es gibt aber eine eindeutige
Korrelation zwischen DNA-Methylierungsstatus, Histon-Acetylierung und dem
Silencing der Transkription [Vaissiere et al. 2008].

Es ist anzunehmen, dass die Veranderung der Zuganglichkeit der DNA
Einfluss auf das Transkriptions-Potential, und damit Kontrolle Utber die
Genexpression und viele andere Chromatin-abhangige Prozesse hat [Ceder
und Bergman 2009, Kouzarides 2007]. Grund fir die unterdriickte Transkription,
kobnnte  mdoglicherweise  die Behinderung  der  Anbindung  von
Transkriptionsfaktoren sein [lguchi-Ariga et al. 1989]. Die DNA-Methylierung
und Histonmodifikation sind eng miteinander verknipft. [Vaissiére et al. 2008]
Beispiel dafur ist die weitere Moéglichkeit der Unterdriickung der Transkription
durch indirekte Mechanismen, wie die Anbindung von Proteinen mit einer
Methyl-CpG-Binde-Doméane [Nan et al. 1993, Jones et al. 1998, Bird 2002],
welche die Repression der Transkription Uber eine Veranderung der
Acetylierung der Histonproteine einleiten [Bird 2002]. Aber auch die Inhibition
der Elongation der RNA-Polymerase [Rountree und Selker 1997], deren
Loading [Kass et al 1997] und Initiation [Schubeler et al. 2000] werden als

Mechanismen diskutiert.

2.2. Familiare Hypercholesterinamie:

Krankheitshild:

Familiare Hypercholesterinamie (FH) (MIM 143890) ist ein vererbbarer Defekt
des Lipoprotein Metabolismus, welcher klinisch durch von Geburt an erhdhte
Level von Gesamtcholesterin und Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin (LDL) im
Blutkreislauf gepragt ist [Soufi et al. 2013]. Hinzu kommt die Ablagerung des
nicht aufgenommenen Cholesterins als Xanthomen, beispielsweise sichtbar an
den Sehnen, Fetteinlagerung in der Cornea des Auges (arcus corneae), aber
auch verfriihte Arteriosklerose und daraus folgende koronare Herzkrankheiten,



welche bei heterozygoter FH um das 40. bis 50. Lebensjahr auftreten [Hobbs et
al. 1992].

Die schwerste Form von FH ist die homozygote, welche nur einen in einer
Million Menschen betrifft [Goldstein et al. 2001], und meist im Kindesalter
entdeckt wird. Neben aggressiver Medikamentierung zur Senkung der Blutlipide
wird auch LDL-Apherese eingesetzt. Diese kann, die bei homozygoter FH,
schon in den ersten beiden Jahrzehnten des Lebens einsetzenden, koronaren
Herzkrankheiten verhindern. [Raal und Santos 2012]. Heterozygote FH ist mit
einer Pravalenz von 1:500 um einiges haufiger und wird aufgrund ihrer
Symptom-Losigkeit oft nicht erkannt [Brown und Goldstein 2001].

Wird sie jedoch nicht behandelt, entwickeln sich bei 50% der Manner und 30%
der Frauen im Alter vor 55 Jahren koronare Herzkrankheiten [Slack 1969].

Die Konzentration des Gesamtcholesterins/LDL-Cholesterin im Serum betragt
bei gesunden, homozygot von FH nicht betroffenen Patientinnen 150-250mg/dI
[75-175 mg/dl. Patientinnen mit homozygoter Familiarer Hypercholesterinamie
haben einen Gesamtcholesterinspiegel von Gber 500mg/dl und LDL-
Cholesterinspiegel von Uber 450 mg/dl. Heterozygot mit FH betroffene
Patientinnen haben eine Konzentration von 350-450 mg/dl Gesamtcholesterin
und 200-400 mg/dl LDL-Cholesterin. [Khachadurian 1964, Kwiterovich et al.
1974].

Neben Anpassung des Lebensstils in Form von fettarmer Ern&hrung, Sport und
Vermeidung des Rauchens sind Statine die Standardtherapie fir Familire
Hypercholesterinamie [Goldberg 2010]. Diese Medikamente senken den LDL-
Cholesterinspiegel, indem sie als kompetitive Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) wirken
[Betteridge et al. 1978, Goldstein und Brown 1987, Hoeg und Brewer 1987].
Der Vergleich der Mortalitat in der Zeit vor und nach Einfihrung der Statine
zeigt eine 80%ige Reduktion des Risikos an KHK zu erkranken, besonders bei
Patientinnen, bei denen die Therapie frihzeitig begonnen wird [Vermissen et al.
2008]. Auch Kindern mit FH wird die Therapie mit Statinen empfohlen, da die
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Bildung von Arteriosklerose schon ab dem Alter von ca. zehn Jahren stark

zuzunehmen beginnt [Wiegmann et al. 2004, Braamskamp et al. 2012].

Ursachen fiir Familiare Hypercholesterinamie

Bis jetzt sind weltweit tber 1200 Mutationen [Futema et al. 2012, Usifo et al.
2012] in vier verschiedenen Genen als Quelle fir die Familiare
Hypercholesterinamie bekannt [Soufi et al. 2013].

Das als Ursache fur FH mit Gber 90 % am haufigsten betroffene Gen [Talmud et
al. 2013}, ist das LDL Rezeptor Gen.

Die fundamentale Arbeit von Brown und Goldstein legte dar, dass die
hauptsachliche Aufnahme des LDL-Cholesterins Uber den Stoffwechselweg des
LDL Rezeptors stattfindet, und dass ein Defekt des LDLR zu fehlenden bzw.
nicht funktionierenden LDL Rezeptoren in der Leber, und damit zu Familiarer
Hypercholesterinamie fuhrt [Brown und Goldstein 1986].

Der zweite genetische Grund fur FH sind Mutationen im Apolipoprotein B-100
(ApoB MIM 144010), welche eine defekte Bindung des ApoB an den LDLR zur
Folge hat und so zu einer gesenkten Aufnahme des LDL Cholesterins aus dem
Blut in die Korperzelle fuhrt [Innerarity et al. 1990].

FH kann aber auch durch Mutationen im Gen PCSK9, der Proprotein
Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Serin Protease, ausgelost werden [Abifadel
et al. 2009]. Diese Serin Protease bindet an den LDL Rezeptor und unterstitzt
den Abbau des LDL-Cholesterins in den Lysosomen [Cohen et al. 2005].

Die vierte Ursache fur FH sind Mutationen im LDL Rezeptor-Adapter-Proteinl,
LDLRAP1. Im Gegensatz zu den drei anderen betroffenen Genen flhren
Mutationen im LDLRAP1 nicht zu autosomal dominanter, sondern zu autosomal
rezessiver Familidrer Hypercholesterinamie [Eden et al. 2001]. LDLRAP1 bindet
an den cytoplasmatischen Teil des LDL Rezeptors und unterstitzt die
Einbettung des LDL Rezeptors in die Clathrin-coated pits und ist somit fur die
Aufnahme des LDLR/LDL Komplexes notwendig [Cohen et al. 2003].
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2.3. Fettstoffwechsel:

Das Cholesterin ist eine essentielle Komponente von Zellmembranen von
Saugetieren [Brown und Goldstein 1975] und Substrat fur die Synthese der
Steroid Hormone, von Vitamin D und Gallensauren [Faust et al. 1979, Kovanen
et al. 1977]. Es spielt eine wichtige Rolle im Membrantransport, bei
Signalwegen und bei der Zellproliferation [Fernandez et al. 2004, Fernandez et
al. 2005].

Tierische Zellen produzieren Cholesterin endogen ausgehend von Acetyl-
Coenzym A [Bloch et al. 1992, Ponticorvo et al. 1949] und nehmen es exogen
Uber die Lipoproteine auf. [Brown und Goldstein 1976, Brown und Goldstein
1986].

In westlichen Landern wird etwa 300-500mg Cholesterin tber die Nahrung
aufgenommen. Das Uber die Gallensaure aufgenommene Cholesterin wird auf
ca. 800-1200 mg geschatzt [Grundy und Metzger 1972].

Low-Density-Lipoprotein:

Low-Density-Lipoproteine sind spharische Partikel mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 22 nm. lhr Kern besteht aus ca. 170 Triglyceriden und ca.
1600 Cholesterinester-Molekulen [Esterbauer et al. 1992]. Zusatzlich enthalt
das Lipoprotein ca. 600 Molekule unverestertes Cholesterin, von dem ein Drittel
im Kern und zwei Drittel auf der Oberflache zu finden ist. [Lund-Katz und
Phillips 1986]. Die Oberflache von LDL besteht aus einer Monolayer aus
Phospholipiden und einer einzigen Kopie von Apolipoprotein B100. Die
Hauptkomponenten der Phospholipide sind Phosphatidylcholin  und
Sphingomyelin. Aul3er den Lipiden tragt LDL auch lipophile Antioxidatien, wie
beispielsweise Tocopherole, Carotinoide und Ubiquinol [Esterbauer et al. 1992].
LDL ist flexibel; ihre Struktur und physikalischen Eigenschaften hangen stark
von der Zusammensetzung ihrer Komponenten und von der Konformation des
ApoB100 ab [T. Hevonoja et al. 2000].
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Lipoprotein Metabolsimus:

Intestine

FA transporter Adipocyte

Abbildung 4: Ubersicht des Lipoprotein Metabolismus [Hegele et al. 2009]

Die Hauptkomponenten der Lipoproteine sind freies und verestertes Cholesterin und
Triglyceride. In den Enterocyten werden die im Dinndarm aufgenommenen und
hydrolysierten Fette als wiederhergestellte TG und die Cholesterinester gemeinsam mit
dem Apolipoprotein B48 in Chylomicronen verpackt. Des Weiteren sitzen die
Apolipoproteine ApoA5, ApoC2 und ApoC3 in den Chylomicronen. Diese gelangen
Uber das Lymphatische System in die Vena Cava und zirkulieren im Blutkreislauf bis
sie auf die Lipoprotein-Lipase (LPL) treffen. Das Protein ist im Endothel durch
Proteoglykane und das Glykosylphosphatylinositol verankerte HDL Binding Protein
fixiert und baut die Chylomicronen ab. Die Chylomicronen Remnants werden durch den
hepatischen LDL Rezeptor in der Leber aufgenommen. Hier werden die Triglyceride
mit Cholesterin und ApoB100 zum Lipoprotein VLDL (Very Low Density Lipoprotein)
verpackt. Das VLDL gelangt in den Blutkreislauf und wird dort durch die LPL zu IDL
(Intermediate Density Lipoprotein) und weiter durch die HL (Hepatic Lipase) zu LDL
abgebaut. Das LDL transportiert Cholesterin von der Leber in die Peripherie und in die
steroidogenen Organe inklusive der Leber, wo es Uber den LDL Rezeptor
aufgenommen wird. [Hegele 2009].
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Der intrazellulare Transport von Cholesterin funktioniert Uber vesikularen
Transport oder udber |l6sliche Carrierproteine, welche das hydrophobe
Cholesterin binden [Soccio und Breslow 2004, Maxfield und Wustner 2002]. Da
Cholesterin  durch die Zellen nicht abgebaut werden kann, muss
Uberschussiges Cholesterin abtransportiert werden, um dessen Akkumulation in
der Zelle zu verhindern. Dieser Transport hin zur Leber, wo es ausgeschieden
oder wiederverwertet wird, nennt sich Reverse Cholesterol Transport [Glomset
und Norum 1973]. Dabei wirkt HDL-Cholesterin als Hauptakzeptor des
zellularen Cholesterin [Cuchel und Rader]. Das Enzym Lecitin Cholesterin
Acyltransferase (LCAT) befindet sich an der Oberflache von HDL und
konvertiert freies Cholesterin in Cholesterinester [Jonas 2000]. HDL
transportiert diese in seinem Kern in die Leber und steroidogenen Gewebe, wo
dieses Uber den Scavenger Rezeptor Typ B aufgenommen werden [Ji et al.
1997] oder durch das Cholesterylester Transfer Protein (CETP) lber das
Triglycerid-rich Lipoprotein (TRL) in LDL umgewandelt werden, um in der Leber

als Gallensaure ausgeschieden zu werden [Linsel-Nitschke et al. 2005].

2.4. Kardiovaskulare Erkrankungen:

Risikofaktoren:

Die Risikofaktoren fur kardiovaskuléare Erkrankungen &uf3ern sich bereits in der
Kindheit und werden ins Erwachsenenalter mitgetragen [McGill et al. 2008]. Das
Ausmald der arteriosklerotischen Lasionen im spateren Leben korreliert mit
diesen Risikofaktoren [Berenson et al. 1998, McMahan et al. 2006], zu denen
erhohtes LDL-Cholesterin, erniedrigtes HDL-Cholesterin und Ubergewicht
gehoren [McGill et al. 2008].

Erhbhte Konzentrationen an zirkulierendem LDL fordern Arteriosklerose und
kardiovaskulare Krankheiten [Hansson und Hermansson 2012]. Das Risiko
einen Herzinfarkt zu erleiden, liegt bei einem Mann unter 60 Jahren mit
Familidrer Hypercholesterinamie bei 75%, ohne FH bei 10 %. [Slack J 1969,
Simon Broome Register Group 1991].
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Gerade bei Patientinnen mit Familidrer Hypercholesterindmie spielen
Risikofaktoren fur die Ausbildung von kardiovaskuldren Erkrankungen aufgrund
des hohen LDL-Cholesterins eine grol3e Rolle [Smilde et al. 1998]. Erhthte
Cholesterinwerte sind auch in Abwesenheit anderer Risikofaktoren
ausreichend, die Entwicklung von Arteriosklerose zu férdern [Glass und
Witztum 2001].

Ausbildung von Arteriosklerose:

Die zu Grunde liegende Pathologie ist durch chronische Entziindungsprozesse
der Arterienwand gekennzeichnet, die oft an Stellen mit unruhiger laminarer
Stromung auftreten [Moore und Tabas 2011]. Die Atherogenese beginnt mit
endothelialer Dysfunktion und strukturellen Veranderungen, was die
Akkumulation von LDL Partikeln zur Folge hat [Kwon et al. 2008]. Das
eingelagerte LDL ist oxidativen Prozessen ausgesetzt, moglicherweise durch
Enzyme wie die Myeloperoxidase, Lipoxygenase oder Stickstoff-Monoxid
Synthasen (NOS) [Glass und Witztum 2001]. Durch den Einfluss der
atherogenen und proinflammatorischen Stimuli werden Adhasionsmolekiile
exprimiert, welche Komponenten des Blutes, wie beispielsweise Monozyten und
T-Zellen rekrutieren [Lippy 2002, Hansson 2005]. Neben anderen Chemokinen
bewirkt das oxidierte LDL die Wanderung der Blutkdrperchen in die Lasion der
Gefalle [Libby 2002]. Innerhalb der Intima differenzieren die Monozyten in
Macrophagen und nehmen die atherogenen Lipoproteine Uber den Scavenger
Rezeptor auf. Diese Schaumzellen nehmen das oxidierte LDL auf, bis sie
absterben, da im Gegensatz zum LDL Rezeptor der Scavenger Rezeptor durch
die intrazellulare Akkumulation von LDL nicht herunter reguliert wird. Dadurch
entsteht ein weicher, Lipid-reicher Kern innerhalb des Plaques. [Lewis und
Radar 2005].

Fortschreitend kommt es neben der immunoinflammatorischen Antwort auch zu
einer Reparatur des Gewebes durch die glatte Muskulatur der Intima. Das fuhrt
zu Verlust des Lumenvolumens, Reduktion des Blutstrom und Ischamie [Kragel
et al. 1989].
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Das Wachstum des Lipid-reichen, nekrotischen Kern des Plaques kann aber
auch die Uberdeckende Schicht glatter Muskulatur schwéchen. An diesen
besonders dinnen Stellen kommt es zu erhoOhter proteolytischer Aktivitat, und
im schlimmsten Fall zu einem Brechen des Plaques, wobei Teile des Kerns in
den Blutkreislauf freigesetzt werden. Dieser sogenannte atherothrombotische
Prozess fuhrt zur Bildung von Thromben in den Arterien und fuhrt schlie3lich
zum Akuten Koronarsyndrom [Badimon et al. 2002, Badimon et al. 2008].

2.5. Low-Density-Lipoprotein-Rezptor:

Aufnahme des LDL-Cholesterins in die Zelle:

Beim LDL Rezeptor handelt es sich um einen Membranrezeptor, welcher eine
wichtige Rolle bei der Regulation des Cholesterinhaushalts im menschlichen
Korper spielt. Er ist fur die Aufnahme des LDL-Cholesterins aus dem
Blutkreislauf in die Zellen zustandig.

Die Aufnahme des LDL-C in die Zelle beginnt mit der Bindung des
Apolipoprotein B100 des LDL an den LDL Rezeptor. [Boren et al. 1998]. Der
LDL Rezeptor erkennt neben Apo B100 aber auch Lipoproteine mit mehreren
Kopien von Apolipoprotein E, wie beispielsweise p-VLDL, IDL und
Chylomykronen-Remnants. [Jeon und Blacklow 2005, Hobbs et al. 1992].

LDL Rezeptoren befinden sich in sogenannten Clathrin-coated pits, speziellen
Regionen der Zellmembran, welche das Protein Clathrin enthalten [Hobbs et al.
1992, Brown und Goldstein 1979]. Nach der Bindung der Liganden wird der
Rezeptor durch Einstllpung und Abschnirung der Membran in die Zelle
aufgenommen. Diese fusionieren mit Lysosomen und es folgt ein Abbau des
Lipoproteins zu Aminosauren und Cholesterinestern [Brown und Goldstein
1979].
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Abbildung 5: Uberblick der Aufnahme von LDL-Cholesterin in die Zelle [Fahed und Nemer 2011]

Aufbau des LDL Rezeptors:

Der LDL Rezeptor besteht aus 839 Aminosauren und kann grob in funf
Domanen eingeteilt werden.

Die LDLR Typ A repeat Domaéne ist fur die Ligandenbindung verantwortlich
[Shireman et al. 1977, Mahley et al. 1977] und besteht aus etwa 40
Aminosauren [Yamamoto et al. 1984].

Die zweite extrazellulare Domane des Rezeptors ist die EGF-Doméane
(epidermal growth factor receptor homology domain), welche aus drei sich
wiederholenden Sequenzen mit Ahnlichkeit zum Epidermal Growth Faktor
besteht [Russel et al. 1984]. Die ersten beiden EGF-Doménen sind mit der
dritten Uber einen [B-Propeller verbunden [Jeon et al. 2001]. Dieser wirkt
moglicherweise mit der Ligandenbindungsdoméne zusammen, sodass sich die
Liganden bei sinkendem pH in den bei der Endocytose gebildeten Endosomen

vom Rezeptor |6sen [Rudenko et al. 2002].
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Die nachste Doméne setzt sich aus 58 AS zusammen. Es wird angenommen,
dass die Serin-reiche Sequenz als Spacer Region zwischen der EGF-Doméne
und der Plasma Membran wirkt [Russel et al. 1984]. Die mit ihr O-glykosidisch
verbundenen Zucker konnten die proteolytische Spaltung von dem
extrazellularen Abschnitt des Rezeptors verhindern [Kozarsky et al. 1988].
Mutationen oder Deletionen dieser Region haben keinerlei Einfluss auf die

Ligandenbindung des Rezeptors [Davis et al. 1986].
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Abbildung 6: Der LDL Rezeptor [http://upload.wikimedia.org/wikiversity/en/c/c1/LDL_receptor.jpg Stand:
11.01.2014]

Die Transmembrandoméane besteht aus ca. 25 AS und enthalt einen grof3en
Teil an hydrophoben AS, welche den LDL Rezeptor in der Plasmamembran
verankern [Brown und Goldstein 1997].

Die cytoplasmatische Untereinheit des LDL Rezeptors besteht aus 56 AS und
enthalt die Sequenz Asn-Pro-Val-Tyr welche an das LDLRAP1 Protein [Garcia
et al. 2001] bindet und den Rezeptor zu den clathrin coated pits dirigiert [Chen
et al. 1990]. Des Weiteren enthalt sie ein Glycin an der Position 823, welches
fur die richtige Positionierung des Rezeptors in der Membran bendtigt wird
[Koivisto et al. 2001].
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PCSKQ ist eine Protease, welche spezifisch an die extrazellulare EGF-Doméane
des LDL Rezeptors bindet und nach dessen Aufnahme in die Zelle zu seinem
Abbau fuhrt [Zhang et al. 2007]. Gain-of-function Mutationen in diesem Gen
fuhren zu erhéhten Konzentrationen an LDL im Blut [Abifadel et al. 2003], Loss-
of-function Mutationen zu stark erniedrigten LDL-C Level [Cohen et al. 2005].
PCSK9 reduziert die Anzahl der LDL Rezeptoren, welche zur Aufnahme des
LDL aus dem Blut in die Zelle bereit stehen, ist jedoch nicht unbedingt fur die
Funktion des Ablaufes notwendig [Horten et al. 2007, Li et al. 2007].

Der Rezeptor dissoziiert wahrend der Endozytose von seinen Ligaden und kann
danach recycelt werden, wenn PCSK9 nicht anwesend ist. Dieser Zyklus kann
innerhalb der 20 Stunden Lebensspanne des Rezeptors einige hundert Male

wiederholt werden [Brown et al. 1983].

2.6. Regulation des LDL Rezeptors:

SREBPs:

Die Regulation des LDL Rezeptors funktioniert tber sogenannte Sterol
Regulatory Binding Elements (SREBPSs). Diese Membran-gebundenen Proteine
werden im Endoplasmatischen Reticulum als inaktive Vorstufen produziert und
bei niedrigen Konzentrationen an Sterolen in den Golgi-Apparat transportiert,
wo dessen N-Terminus freigesetzt wird [Brown und Goldstein 1997].

Bei gentigend hohen Konzentrationen an Sterolen in der Membran des ER wird
das verhindert [Radhakrishnan et al. 2007]. Dieser Mechanismus ist ein
schneller und direkter Weg der Zelle sich an das Angebot an Cholesterin
anzupassen [Lagor und Millar 2010].

SREBPs sind Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren, die die jeweiligen Gene
durch Bindung an die DNA im Zellkern aktivieren [Sato et al.1994].

Die Isoformen der SREBPs aktivieren verschiedene Gene des
Fettstoffwechsels [Horton et al. 2003], wobei die Transkription des LDLR
bevorzugt durch die Isoform SREBP-2 aktiviert wird [Shimano 2001]. Diese

bindet an ein spezifisches Sterol Binding Element (SRE) in der Promotorregion
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des LDLR Gens [Hua et al.1993]. Fir diese Aktivierung notwendig ist das
gleichzeitige Binden des Transkriptionsfaktors Spl an eine benachbarte
Bindungsstelle. In Abwesenheit des SREBP-2 kann der Faktor KLF13 ein
Silencing des LDLR-Promotors bewirken [Natesampillai et al. 2006].

Auch das Protein PCSK9 besitzt ein SRE in seiner Promotorregion und wird
uber SREBP-2 aktiviert, was sich in Experimenten an M&usen gezeigt hat
[Shimano et al.1997, Maxwell 2003].

Der Einfluss bestimmter Schilddriisenhormone:

Das Schilddriisenhormon T3 kann den menschlichen LDLR-Promotor aktivieren
[Ness et al. 1995], hochstwahrscheinlich tber das TRE (Thyroid Responsive
Element) -678 bis -160 Basenpaare vor dem Transskriptionsstartpunkt des
LDLR Gens [Bakker et al. 1998].

Auch SREBP-2 wird Uber Schilddriisenhormone reguliert, besitzt es doch eine
Bindungsstelle fur den Thyroidhormon-Rezeptor in seiner Promotorregion [Shin
et al. 2003]. Dies stimmt mit den Beobachtungen niedriger LDL
Konzentrationen im Plasma von Patientinnen mit Hypothyreose [Thompson et
al. 1981] und erhohter Aufnahme und Abbau von LDL in Fibroblasten nach der
Zugabe von T3 [Chait et al. 1979] Uberein.

IDOL:

Ein weiteres regulatorisches Element ist IDOL (Inducibel degrader of the
LDLR). Dieses Protein scheint den Abbau des LDL Rezeptors nach der
Translation im ER [Zelcer et al. 2009] durch Ubiquitinierung zu bewirken
[Olsson et al. 1999].

2.7. LDL Rezeptor Adapter Protein 1:

Das LDLRAP1 (Low Density Lipoprotein Rezeptor Adapter Protein 1) ist ein
Adapter Protein, welches an den cytoplamatischen Teil des LDL Rezeptors
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bindet und fur dessen effiziente Aufnahme in die Leber notwendig ist [Cohen et
al. 2003].

Patientinnen mit homozygotem Defekt im LDLRAP1 zeigen die gleichen
Symptome wie Patientinnen mit autosomal dominanter Familiarer
Hypercholesterindmie. Im Gegensatz dazu steht, dass Fibroblastenkulturen von
Patientinnen mit rezessiver FH kaum gesenkte Aufnahme von LDL zeigen
[Arca et al. 2002], da hier das Protein Dab2, welches ebenfalls eine PTB-
Domaéne besitzt, und ein anderes mit Clathrin assoziiertes Protein in der
Abwesenheit von LDLRAP1 dessen Aufgabe Ubernehmen [Maurer et al. 2006,
Keyel et al. 2006]. In Leberzellen, wo hohe Konzentrationen an LDLRAP1
vorkommen, [Garcia et al. 2001], Lymphozyten und Macrophagen ist LDLRAP1

jedoch nicht ersetzbar [Lehtonen et al. 2008].

Aufbau des LDLRAP1:

Das LDLRAP1 besteht aus 308 Aminosauren. Nach seinem aus 40
Aminosauren bestehenden N-Terminus folgt eine Phosphotyrosin-bindende
Domaéane (PTB-Domaéne) [Garcia et al. 2001] Die PTB-Domaéane bindet an das
konservierte Asn-Pro-X-Tyr Motiv im cytoplasmatischen Teil des LDL Rezeptors
[Guy et al. 2002], aber auch Megalin [Nagai et al. 2003] und an das LDL
Rezeptor related Protein RRE [Jones et al. 2003].

Abbildung 7: PDB-Domaéne des LDLRAP1 [Dvira et al. 2012]
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Abbildung 7 zeigt die PDB-Doméne des LDLRAP1 assoziiert mit dem
cytoplasmatischen Schwanz des LDL Rezeptors. Die [3-Faltblatter des
LDLRAP1 sind als gelbe und griine Pfeile dargestellt, die a-Helices in rot. Der
Teil des LDL Rezeptors ist in Cyanblau dargestellt, das Tyrosin des
Bindemotivs in Gelb. Die aufgebauten Wasserstoffbriicken zwischen LDLR und
LDRAP sind als gepunktete Linien sichtbar. [Dvira et al. 2012]

Des Weiteren enthadlt LDLRAPL eine Clathrin-Box Konsensus Sequenz. Die
hohe Affinitat zu Clathrin ergibt sich durch die Pentapeptid-Sequenz Leu-Leu-
Asp-Leu-Glu [Dell’Angelica 2002, Guocheng et al. 2002].

Diese Funktionen des LDLRAP1 weisen stark darauf hin, dass das LDLRAP1
das Verbindungsglied zwischen dem LDL Rezeptor und der Endocytotischen

Maschinerie darstellt. [Guocheng et al. 2002].

2.8. Zusammenhange zwischen Epigenetik und dem Auftreten von

kardiovaskularen Erkrankungen:

Epigenetik und kardiovaskuladre Erkrankungen:

Experimentelle Tiermodelle haben gezeigt, dass die DNA-Methylierung eine
wichtige Rolle in der Ausbildung von Arteriosklerose und kardiovaskularer
Erkrankungen spielt. M&use mit Defekten in Genen, welche fur die
methylierenden Enzyme codieren, wie beispielsweise DNMTs, zeigen
Hypomethylierung ihrer DNA und erhdhte Expression der inflammatorischen
Mediatoren in Leukocyten [Makar und Wilson 2004]. Méause ohne
funktionierende Methylentetrahydrofolat-Reduktase zeigen nachfolgend der
Hypomethylierung eine Ausbildung von Schaumzellen [Chen et al. 2001].
Knockout von ApoE fuhrt zu Anfalligkeit fur Arteriosklerose und typischen DNA-
Methylierungsmustern, bevor sich vaskulare L&sionen ausbilden. Diese
scheinen zur Deregulation der inflammatorischen Antwort bei der Ausbildung

von Arteriosklerose beizutragen [Lund et al. 2004].
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Bei Menschen findet man hypomethylierte Abschnitte von Genen zusténdig fir
die Proliferation der Glatten Muskulatur in fortgeschrittenen arteriosklerotischen
Plaques [Hiltunen et al. 2002].

Auch Bluthochdruck, ein entscheidender Faktor bei der Entstehung von
Arteriosklerose, steht mit DNA-Methylierung in Zusammenhang. So zeigt sich
bei Patientinnen mit Hypertension ein Verlust der DNA-Methylierung in
Leukozyten [Smolarek et al. 2010] und Hypermethylierung im HSK11B2 Gen
[Friso et al. 2008]. Weiters konnte die DNA-Methylierung mit einigen
Biomarkern fur kardiovaskulare Erkrankungen in Verbindung gebracht werden,
beispielsweise mit Homocystein [Ingrosse et al. 2007] und dem C-reaktiven
Protein [Fu et al. 2003].

Epigenetik und Blut Lipid Parameter:

Auch die Blut-Lipid-Level konnten kurzlich mit DNA-Methylierung in
Zusammenhang gebracht werden.

IGF2, eine der am besten charakterisierten epigenetischen Stellen, ist ein Gen,
welches fir einen Wachstumsfaktor kodiert, der essentiell fir das Wachstum
der Plazenta [Sibley et al. 2004] und die embryonale Entwicklung [Reik et al.
2003] ist. IGF2 schein aber auch bei der Regulation der fétalen
Glykogensynthese eine Rolle zu spielen [Liang et al. 2010]. Ein niedrigerer
Methylierungsgrad des IGF2 konnte mit einem besseren metabolischen Profil,
welches sich in gesenktem Triglycerid-Level und TG/HDL-Ratio zeigt, assoziiert
werden [Deodati et al. 2013].

Ein weiteres durch DNA-Methylierung reguliertes Gen ist ABCA1, welches fur
das Protein ATP-binding membrane cassette transporter A1 kodiert. ABCAL1 ist
ein wichtiger Modulator der HDL-Cholesterin Konzentration und katalysiert den
limitierenden Schritt des Transfers von Lipiden aus diversen Geweben und
Zellen auf das Apolipoprotein A-I [Joice et al. 2003]. Erwachsene, die pranatal
der 1944-1945 herrschenden Hungersnot in Dénemark ausgesetzt waren,
zeigen langfristige Veranderungen im Methylierungsstatus. Im Gegensatz zu

ihren, von der Hungersnot nicht betroffenen Geschwistern, kann bei ihnen in
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der Promoterregion von ABCA1 ein erhéhter Grad an Methylierung festgestellt
werden [Tobi et al. 2009].

Diese Ergebnisse wurden bestétigt, indem der erhéhte Methylierungsgrad in
dieser Region mit einer verkleinerten HDL-PartikelgréRe und niedrigeren HDL-
Cholesterin in Zusammenhang gebracht werden konnte. Die Resultate lassen
auf eine Repression der Regulierung durch die DNA-Methylierung in der
Promotorregion schliel3en [Guay et al. 2012].

Auch das Gen TNNTL1 zeigte positive Korrelationen mit der durchschnittlichen
HDL-Partikelgro3e, und den Expressionslevel an HDL-Phospholipid, Apo A-I,
HDL-Cholesterin und TNNT1. Diese Ergebnisse weisen auf Epigenom-weite
Varianzen als Ursache fur individuelle Schwankungen des HDL-Metabolismus
hin [Talens et al. 2012].

Eine weitere Studie der Gruppe Guay et al. beschéftigte sich ebenfalls mit dem
Zusammenhang zwischen Blutlipidleveln und DNA-Methylierung der jeweiligen
Gene. Es wurden Auffalligkeiten in den Genen CETP und LPL festgestellt.
[Guay et al. 2013]

Das Cholesterylester Transferprotein ist im Austausch von Triglyceriden und
Cholesterinestern zwischen VLDL und HDL beteiligt. Dabei entsteht Triglycerid-
reiches und Cholesterinester armes HDL [Kuivenhoven et al. 1998]. Niedrige
Konzentrationen an CETP werden mit langsamen Voranschreiten von
kardiovaskularen Erkrankungen, hohen HDL-C Spiegeln [Inazu et al. 1994],
niedrigen Triglyceridkonzentrationen in HDL [Kuivenhoven et al. 1998] und
groRen HDL-Partikeln assoziiert [Arai et al. 2003].

LPL katalysiert die Hydrolyse der Triglyceride von VLDL und Chylomicronen,
wodurch Phospholipid-reiche Remnants entstehen, deren Lipide fir die Bildung
des HDL verwendet werden [Eisenberg 1984]. Erniedrigtes LPL kommt
zusammen mit niedrigen Konzentrationen an HDL-Cholesterin,
Hypertriglycerinamie [Julien et al. 1998] und einem hohen Risiko flr
kardiovaskulare Erkrankungen vor [van Bockxmeer et al. 2001].

Die Studie stellte eine Korrelation des Methylierungsgrades der Promotorregion
von CETP und LPL mit den obigen HDL-Ph&notypen fest.
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AulRerdem konnte ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen an LDL-
Cholesterin mit der Konzentration an CETP im Plasma und dem
Methylierungsstatus der Promotorregion von CETP gefunden werden [Guay et
al. 2013].

Dies passt zu Ergebnissen anderer Studien die eine positive Korrelation
zwischen dem Vorkommen an CETP und der LDL Konzentration im Blut nicht
nur bei gesunden Patienten [Krauss et al. 2012], sondern auch bei Patienten
mit Familiarer Hypercholesterindmie, herstellen [de Grooth et al. 2004, Hogue
et al. 2004]. Daraus kann geschlossen werden, dass CETP nicht nur das Profil
der HDL Partikel, sondern auch den LDL-Metabolismus beeinflusst [Guay et al.
2013].

DNA-Methylierung des LDL Rezeptors:

Im Rahmen der Studie von Guay et al. 2013 wurde auch der LDL Rezeptor
untersucht. Ziel war es, festzustellen, ob eine, in der Promotorregion des LDL
Rezeptors vorkommende, Variabilitdt der DNA-Methylierung existiert, und ob
diese Epipolymorphismen die Unterschiede der Blutlipidwerte von Patienten mit
der gleichen FH-auslésenden Mutation erklaren konnten [Guay et al. 2013].
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der von Guay et al. 2013 untersuchten Abschnitte des LDL Rezeptors
[Guay et al. 2013]

Zur Untersuchung der DNA-Methylierung mittels Pyrosequencing-Methode
wurde DNA aus Leucozyten von 28 Mannern mit Familidrer
Hypercholesterindmie verwendet.

Wie in Abbildung 8 sichtbar, wurden in der Promotorregion des LDL Rezeptors
22 CpG Inseln in vier Abschnitten vor und nach dem ersten Exon untersucht.
Alle Abschnitte wurden hypomethyliert vorgefunden, mit einer sehr kleinen
Variabilitdt an DNA-Methylierung [Guay et al. 2013].
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Der Vollstandigkeit halber sollte auch die Studie von Zhi et al. 2007 erwahnt
werden, welche den Methylierungsstatus von 12 CpG Inseln in der
Promotorregion des LDL Rezeptor Gens untersuchte. Dazu wurden Blutproben
von Patienten mit Arteriosklerose mit einer denen einer gesunden
Kontrollgruppe verglichen. In der Gruppe der Patienten mit Arteriosklerose
waren durchschnittich ca. 25% der CpG Inseln methyliert, bei der
Kontrollgruppe etwa 4 % [Zhi et al. 2007]. Die Arbeitsgruppe Guay et al. sieht
die Kkleine Probenanzahl, unterschiedlichen Methoden und madgliche
Unterschiede in der Auswahl der zu analysierenden CpG Inseln als Griinde fur
diese gegensatzlichen Ergebnisse. Die fehlenden Varianzen der Methylierung
des LDLR Promotors bei Patienten mit Familidrer Hypercholesterinamie
kénnten auch durch deren Notwendigkeit, die extremen LDL-Cholesterinspiegel

auszugleichen, erklart werden [Guay et al. 2013].

3. Durchfuhrung:

3.1. Studiendesign:

Die Studie wurde durchgefuhrt mit Proben von insgesamt 14 Patientinnen,
wobei diese zum Zeitpunkt der Blutabnahme zwischen 3 und 17 Jahren alt
waren. Es wurde die gleiche Zahl an Proben von weiblichen und mannlichen
Patientinnen verwendet.

Als Probenmaterial wurde Restblut verwendet, welches den Patientinnen fir
klinisch notwendige Standard Bluttests abgenommen wurde. Die sogenannten
Guthrie-Karten sind eine gunstige Alternative zu gefrorenem Blut, da die
Methylierungsmuster von aus Trockenblutkarten extrahierter DNA mit denen
gefrorener Buffy-Coats hochgradig vergleichbar sind [ Joo et al. 2013]

3.2. Patientlnnenkollektiv:

Das Patientinnenkollektiv setzte sich aus zwei Gruppen zusammen. Neben der

Kontrollgruppe, bestehend aus zwei gesunden Patientinnen und 5 Patientinnen
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mit morbider Adipositas (BMI Uber der 99,5. Perzentile) [KiGGS, Kromeyer-
Hauschild et al. 2001] wurde Proben von 7 Patientinnen mit Familiarer
Hypercholesterindmie untersucht.

In der Gruppe der Patientinnen mit Familiarer Hypercholesterindmie wurde
zwischen Patientinnen mit diagnostizierter und bereits behandelter Familiarer
Hypercholesterinamie und Erstvorstellungen unterschieden.

Diese beiden Subgruppen differenzieren sich vor allem in Bezug auf
Medikamentierung und folgedessen in ihren Blutparametern. Es ist jedoch auch
anzunehmen, dass Patientinnen, welche bereits eine Beratung im Umgang mit
Familiarer Hypercholesterinamie erhalten hatten, diese Tipps auch in ihrem

Lebensstil umgesetzt haben.

3.3. Genetik

Nachdem alleine auf dem LDL Rezeptor Gen derzeit Uber 1100 Mutationen
bekannt sind, welche Familidre Hypercholesterindmie auslosen [Leigh et al.
2008], wurde, wenn mdglich, auch Augenmerk auf die Genetik der Patientinnen
gelegt, um eventuelle Einflisse der verdnderten Gensequenz auf die
Polymerasekettenreaktion und die Schmelztemperatur des Amplikons

ausschlielRen zu koénnen.
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Patientennummer | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gruppe FH FH FH FH FH FH FH K K K K K K K
Geschlecht w m m w m w m w w w m w w m
Alter 6 5 13 10 10 17 3 17 3 8 8 5 6 10
[Jahre]
BMI 16,0 15,6 19,7 21,9 19,3 22,1 16,4 49,9 27,1 24,3 25,1 23,2 14,7 17,3
[kg/m2]
Perzentile >P50 >p25 >P50 >P90 >P75 >P50 >P50 >P99,5 | >P99,5 | >P99,5 | >P99,5 | >P99,5 | >P25 >P50
[%]
Gesamtcholesterin | 246 224 231 239 212 269 287 196 158 183 197 134 104 131
[mg/dl]
Triglyceride 91 65 97 256 n.v. 92 87 43 114 120 221 79 84 124
[mg/dl]
HDL 50 56 55 34 66 77 60 66 33 41 41 38 n.v. n.v.
[mg/dI]
LDL 178 155 157 154 130 174 210 121 102 118 111 80 n.v. n.v.
[mg/dl]
Mutation LDLR LDLR n.v. LDLR LDLR n.v. LDLR

Exon Exon 10 Exon 9

17 (2483 A>G)
Medikamentierung | Simva- | Krestor - Simva- | Ecetrol - Simva-

statin statin 10 mg 1x1 statin

5mg 5mg 5mg Simva- 5mg

1x1 1x1 1x1 statin 1x1

10 mg 1x1

Erstvorstellung Nein Nein Ja Nein Nein Ja Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein

Tabelle 1: Patientlnnen Parameter
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3.4. Untersuchte Stellen:

Untersucht wurden Abschnitte in den Genen des LDL Rezeptors (LDLR MIM#
606945) und des LDL Rezeptor Adapter Protein 1 (LDLRAP1 MIM# 605747).
Grund fir die Auswahl des LDLR Gens ist die essentielle Rolle des LDL
Rezeptors bei der Aufnahme von LDL-Cholesterin in die Zelle. Weiters handelt
es sich beim LDLR auf Grund seiner Rolle in der Familiaren
Hypercholesterinamie um ein aul3ergewohnlich gut untersuchtes Gen/Protein
mit weitgehend bekannten molekularen Ablaufen [Goldstein et al. 2001].

Im Gegensatz zum LDLR sind die Funktionen des LDLRAP1 noch unklar und
wenig untersucht, obwohl es eine wichtige Rolle bei der Entfernung des LDL-
Cholesterins aus dem Blut spielt [Cohen et al. 2003]. Das Gen wurde trotzdem
zur Untersuchung herangezogen, da es eine aul3ergewohnliche Dichte an CpG-
sites in seiner Promotorregion aufweist [EPD, DBCAT].

Das wichtigste Kriterium bei der Auswahl der zu untersuchenden Stellen war
das Vorhandensein von CpG Inseln in regulatorisch wichtigen Stellen der Gene,
beispielsweise den Promotorregionen von LDLR und LDLRAPL1. Zusatzlich
wurden intragene Regionen des LDLR untersucht, welche strukturelle
regulatorische Elemente besitzen, wie sie auch in Promotoren zu finden sind.
CpG Inseln wurden in dieser Arbeit als Sequenzen mit einem GC-Gehalt von
Uber 50% definiert.

Am LDL Rezeptor

Das LDLR Gen des Menschen ist ca. 44,45 kb grol3 und befindet auf der
Position 11,200,036 - 11,244,505 des Plus Stranges des 19. Chromosoms
[NCBI]. Der Transkriptionsstartpunkt des LDLR Gens befindet sich auf Position
11200139 [EPD].

29


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr19:11200036-11244505&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack

W CpG island region CpGsite M The most dense CpG island DNA sequence nput

500 0
RLUETRIRTD @0 D000 B D O B
4500 5Q00 $500 wool
—— —
10500 11900 11500 !
13500 ! 14500 15
16500 7 17500 !
19500 29000 500 2!
22500 2 23500 2
25500 ?ﬁ 26500
28500 25000 29500

27000
31500 35000 32500 3?000
3

33500 3 34500 35000 15500

7 3
316500 3 l000 3]7500 3?00 315 00 ?”0
39500 '°1°°° 40500 4 41500
42500 43000 43500 44000 44500 45000

Abbildung 9: CpG Inseln des LDL-Rezeptors [erstellt in http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/]

LDLR P1
LDLR P2

LDLR P3

Auf dem Gen finden sich 38 CpG Inseln, wobei die dichteste Insel (rot) direkt
mit der Promotorregion des Gens Uberlappt. Die untersuchten Stellen LDLR P1

R1 und LDLR P1 L1 befinden sich innerhalb dieser ersten CpG Insel, rechts
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und links des Transkriptionsstartpunktes. Die Stellen LDLR P2 und LDLR P3
sind jeweils Abschnitte in der 17. und 20. CpG Insel. Beide befinden sich in
Regionen welche “Promotor-like-elements®, beispielsweise TATA-Boxen oder
CAAT Elemente etc. aufweisen [EPD, DBCAT].

Locus LDLR P1 R1

Das Amplikon LDLR P1 R1 rechts des Transkriptionsstartpunktes, erstreckt sich
von Position 11200221 bis zur Position 11200409. Es umfasst somit 183 bp und
enthalt insgesamt 9 CpG sites [EPD, DBCAT].
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Abbildung 10: LDLR P1 R1

Primer Oligosequenz (5> 3%) Tm (°C)
LDLR_P1_R1(fw) GAGTATGGGGTTTTGGGGTTGG 65.56
LDLR_P1_R1(rv) CATTACCCCACAAATCTCCCAAAAATA | 65.62

Tabelle 2: Primer LDLR P1 R1 [erstellt in Methprimer]

Locus LDLRP1 L1

Das Amplikon links des Transkriptionsstartpunktes erstreckt sich tber 100 bp
von Position 1199969 bis 11200069. Es enthalt 5 CpG sites. Die Sequenz
erfasst drei direct repeats/GC-Boxen die als SP1-Bindungsstelle fungieren
[Stdhof et al. 1987].
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Abbildung 11: LDLR P1 L1

http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi

Primer Oligosequenz (5> 3°) Tm (°C)
LDLR_P1_L1(fw) AGGATTGGAGTGGGAATTAGAGTTTTA 62.55
LDLR_P1_L1(rv) TTTTCAAATATCTTCACCTCACTACAAAAA | 62.45

Tabelle 3: Primer LDLR P1 L1 [erstellt in Methprimer]

Locus LDLR P2

Das Amplikon erstreckt sich tber 139 bp von Position 11220840 bis Position
11220978. Es umfasst sieben CpG sites, welche direkt vor einer TATA-Box
liegen [EDP]. Es liegt innerhalb der 17. CpG Insel, welche sich vor dem 8. Exon
des Gens befindet.
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Abbildung 12: LDLR P2
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Primer Oligosequenz (52> 3°) Tm (°C)

LDLR_P2(fw) TGATTGGTTTATTTTATTGAGTTAAGTG | 58.30

LDLR_P2(rv) ACTAAAAATAAAATTTCACCATATTAACC | 57.17

Tabelle 4: Primer LDLR P2 [erstellt in Methprimer]

Locus LDLR P3

Das Amplikon erstreckt sich Uber 185 bp von Position 11223912 bis Position
11224097. Es umfasst 11 CpG sites [EPD, DBCAT] innerhalb der 20. CpG

Insel des Gens, welche sich vor dem Exon 10 des LDLR Gens befindet.
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Abbildung 13: LDLR P3

Primer Oligosequenz (5> 3°) Tm (°C)
LDLR_P3(fw) GGGTTTTTTTTGATTTTTTGATTT 58.83
LDLR_P3(rv) CCAATAAATTCTATTACTAACCACCTCC | 59.86

Tabelle 5: Primer LDLR P3 [erstellt in Methprimer]

Am LDL Rezeptor Adapter Protein 1

Das menschliche LDLRAP1 liegt im Chromosom 1 und umfasst 25306 bp von
Position 25870071 bis Position 25895377 [NCBI]. Das Gen enthalt 11 CpG
Inseln wobei sich die erste, die Promotorregion umfassende Insel, deutlich in
Grol3e und Dichte von den restlichen abhebt [EPD, DBCAT].
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Abbildung 14: CpG Inseln des LDLRAP1 [erstellt in http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/]

Locus LDLRAP1

Das Amplikon liegt in der Promotorregion des LDLRAP1 und umfasst den
Transkriptionsstartpunkt auf Position 25870098 sowie eine GC-Box

Es erstreckt sich Uber 194 bp von Position 25870041 bis Position 25870235
und enthélt 32 CpG sites. [EPD, DBCAT].
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Primer Oligosequenz (5> 3%) Tm [°C]
LDLRAP1_M(fw) TTTTTTTCGTTTCGTTTCGTCGGAC | 67.88
LDLRAP1_M (rv) AACTAAAACTCCGAATCAACGCCCG | 68.80
LDLRAP1_U(fw) TTTTTTTTGTTTTGTTTTGTTGGAT 60.05
LDLRAP1_U (rv) CTAAAACTCCAAATCAACACCCACC | 63.89

Tabelle 6: Primer LDLRAP1 [erstellt in Methprimer]

3.5. Methodik:

DNA Extraktion

DNA Extraktion und Aufreinigung wurden mit dem ,QIAamp® DNA Mini Kit von
Qiagen laut Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Als Probenmaterial dienten 3
Stanzen einer zuvor mit EDTA-Blut betropften und getrockneten
Filterpapierkarte. Nach Lyse mit Proteinase K wird die membrangebundene
DNA in 2 Schritten aufgereinigt und im letzten Schritt eluiert.

Bisulfitbehandlung

Die Bisulfitbehandlung wurde mit dem ,EpiTect® Bisulfite Kit* von Qiagen laut
Herstellerangaben mit der zuvor extrahierten DNA durchgefihrt. Durch die
Inkubation mit Bisulfit (Natriumhydrogensulfit) wird unmethyliertes Cytosin der
DNA desaminiert und formt im sauren pH 5,6-Dihydrocytosin-6-sodiumsulfonat.
Nach dem Wechsel in basisches Milieu entsteht Uracil. Methyliertes Cytosine ist
davon nicht betroffen, da die Reaktion in diesem Fall um ein Vielfaches
langsamer ablauft [Tanaka et al. 2007]. Nach dem Umwandlungsschritt,
durchgefuhrt im ,T100™ Thermal Cycler* von BioRad, wird die
membrangebundene DNA zur Entsalzung gewaschen und desulfoniert. Nach
einem weiteren Waschschritt wird die bisulfitbehandelte DNA eluiert.
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Touchdown PCR und High Resolution Melting Analysis:

Die Polymerase Kettenreaktion wurde mit dem Kit ,EpiTect® HRM™ PCR* von
Qiagen anhand Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zusatzlich wurde eine
Touchdown PCR durchgefiihrt. Dabei wird die Temperatur der ersten 10 bis 15
Zyklen im Annealing Schritt, ausgehend von einigen Grad Celsius uber der
Schmelztemperatur der jeweiligen Primer, pro Zyklus um 0,5 Grad Celsius
gesenkt. Dies erhoht die Spezifitdt der Amplifikation [Don et al. 1991].

Die HRM Analyse wird ebenfalls im ,Rotagen 6000“ direkt im Anschluss an die
Amplifikation durchgefuihrt, wobei die Temperatur wie vom Hersteller
angegeben von 65 auf 95 Grad Celsius in Schritten von 0,1 Grad Celsius erhoht
wird. Durch die Bisulfitbehandlung unterscheiden sich Proben mit
unterschiedlichem Methylierungsstatus in ihrer DNA Sequenz, und damit auch
in ihrem Schmelzpunkt.

Der im Kit verwendete Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen interargiert nicht mit
einzelstrangiger DNA, bindet jedoch an doppelstrangige DNA und fluoresziert
im gebundenen Zustand bei 530nm. Dadurch ist es einerseits moglich die
Steigerung der DNA Konzentration wahrend der Amplifikation zu messen,
andererseits lasst sich auch der Zeitpunkt des Ubergangs von doppel- zu
einzelstrangiger DNA wahrend der HRM beobachten.

Durch Verwendung einer HotStart Polymerase (HotStarTag Plus DNA
Polymerase) wird wiederum die Spezifitat der PCR erhoht [Qiagen EpiTect®
HRM™ PCR Handbook].

Neben den Proben wurden pro Lauf je eine Negativkontrolle (H,O statt
Template) und 3 Positivkontrollen durchgefuhrt. Als Positivkontrolle fungierte
synthetisierte genomische DNA. Die Positivkontrollen mit bisulfitbehandelter
methylierter DNA und bisulfitbehandelter unmethylierter DNA dienen zum
Abgleich des Schmelzpunktes der Proben und dadurch zum Ruckschluss auf

deren Methylierungsstatus. Durch die Kontrolle mit unmethylierter, nicht
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bisulfitbehandelter DNA kann die Vollstandigkeit der Bisulfitbehandlung

Uberprift werden.

Primer Design:

Da die DNA nach der Bisulfitbehandlung nicht mehr komplementar ist, werden
die Primer so erstellt, dass nur der fur das Gen codierende Strang amplifiziert
wird. Das wird erreicht, indem der linke Primer komplementar zum codierenden
Strang ist. Der rechte Primer entspricht dem Abschnitt am codierenden Strang,
das heildst er kann erst nach dem ersten Zyklus der PCR an den neu
entstandenen Strang binden.

Die Primer fur die HRM PCR wurden mit dem Programm ,MethPrimer“ designt.
,MethPrimer® wurde eigens fur das Design von Primern zur Untersuchung von
DNA-Methylierung entwickelt [Li L.C. und Dahiya R. 2002]. Zur weiteren
Kontrolle wurde das Programm ,PrimerBLAST“ von NCBI verwendet. Um die
Spezifiat der Primer zu Uberpriufen wurde eine ,MegaBLAST“-Suche in der
NCBI Datenbank durchgefiihrt. Dies ist notwendig, da die Bisulfitbehandlung die
Komplexitat der DNA Sequenz stark verringert [Brandes et al. 2007]. Zum
Ausschluss von Sekundarstrukturbildung wurde das Programm ,OligoCalc*
verwendet [Kibbe 2007].

Parameter flr die Erstellung von Primern mit ,Methprimer®

,CpG-Island Prediction®: Island size > 100; GC Percent > 50.0
Product Size: 80-200 bp , Optimum: 100 bp

Primer Tm: 58-68°C, Optimum: 62°C

Primer Size: 20-30

[Biorad TechNote 2004; Qiagen EpiTect® HRM™ PCR Handbook]
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Methylation Independent Primer (MIP):

Methylation Independent Primer werden so designt, dass die Amplifikation der
bisulfitbehandelten DNA unabhangig von ihrem Methylierungsstatus stattfinden
kann. Das bedeutet, dass die Primer an Regionen binden, welche mdglichst
keine CpG sites enthalten, aber eine gleichmafig mit Cytosinen durchwachsen
sind. Dies garantiert die Amplifikation von erfolgreich Bisulfit-behandelter DNA
[Clark et al. 2007].

Methylation Specific Primer (MSP):

MSP Primer wurden fur die Untersuchung der Promotorregion des LDLRAP1
designt, da es, aufgrund der hohen Dichte von CpG sites an dieser Stelle nicht
moglich war, qualitativ hochwertige MIP einzusetzen.

Im Gegensatz zu MIP werden bei MSP zwei Paare Primer benutzt welche nach
der Bisulfitbehandlung spezifisch an die methylierte bzw. unmethylierte DNA-
Sequenz binden. Das wird erreicht, indem die Primer zu DNA Sequenzen
passen, welche neben Cytosinen auch CpG sites enthalten, idealerweise am
3’Ende des Oligonucleotids. Durch den Erfolg des jeweiligen Primerpaars bei
der Amplifikation kann auf den Methylierungsstatus riickgeschlossen werden
[Herman et al. 1996].

Agarose-Gelelektrophorese:

Um die Ergebnisse der HRM Analyse zu validieren, wurde eine
Gelelektrophorese und stichprobenartig Sequenzierungen einzelner Proben
durchgefuihrt. Die Gelelektrophorese dient dem GroRRenabgleich der
amplifizierten Produkte mit der erwinschten Region. Auf3erdem kann
semiquantitativ auf die Produktivitat der PCR rtickgeschlossen werden.

Zur Auftrennung der DNA Fragmente wurde ein 2 % Agarosegel in TAE Puffer
hergestellt. Fur die Farbung eines Gels bestehend aus 1,6 g Agarose

(Electrophoresis Grade, Invitrogen) und 80 ml 1x konzentriertem TAE Puffer
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wurden 8 ul ,GelRed Nucleic Acid Stain“ (Biotium) verwendet. Zur Farbung und
Beschwerung von 10 pl der amplifizierten Proben-DNA wurden 2 pl 5 x
konzentrierte Loading Dye (Qiagen) zugesetzt. Als Vergleich wurde die ,100bp
Ladder® von Invitrogen eingesetzt (2ul Ladder+ 2l loading dye + 6 ul RNase
freies H,0). Das Gel wurde mit 150 Volt ca. 50 Minuten gelaufen.

Nach der Kontrolle der Banden unter UV-Licht wurden diese ausgeschnitten
und zur Validierung der Ergebnisse der HRM-Analyse sequenziert.

Sequenzierung:

Die Sequenzierung wurde von der Firma VBC Biotech (Standort Wien)

durchgefiihrt und mit dem Programm Chromas (Technelysium Pty Ltd.)
analysiert.

4. Ergebnisse:

4.1. Locus LDLRP1R1

= H20
. = unmethylierte Kontrolle
1
methylierte Kontrolle
unmethylierte unkonvertierte Kontrolle
il = FH
! MO

Nt m gesunde Kontrollgruppe
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o5 / ]
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Abbildung 16: HRM Analyse des LDLR P1 R1
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Die Proben aller untersuchten Proben an der Stelle LDLR P1 R1 zeigen
einheitliche Schmelzkurven. Bei Proben und der komplett unmethylierten
Kontroll-DNA liegt der Ubergang von doppelstrangiger zu einzelstrangiger DNA
bei ca. 79,2° Celsius. Der Schmelzpunkt der komplett methylierten Kontroll-
DNA liegt bei ca. 81,8°Celsius.

.Agarose-Gelelektrophorese

Negativ 4

kontrolle FH

Abbildung 17: Agarose-Gelelektrophorse des LDLR P1 R1

Die durch die Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennten Amplikons liegen
knapp unter der 200 bp Marke und stimmen somit mit den erwarteten 183 bp

Uberein.

Sequenzierung:

Die Sequenzierung bestéatigt die Ergebnisse der HRM Analyse. Alle
analyiserten Sequenzen zeigten keine Methylierung in den untersuchten CpG
sites. Sequenzierung siehe Anhang.

Zusammenfassung:

Die Ergebnisse der Analysen weisen eindeutig darauf hin, dass alle im

Abschnitt LDLR P1 R1 enthaltenen CpG sites unmethyliert sind. Es ist kein

Unterschied zwischen Proben der Patienten mit Familiarer
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Hypercholesterinamie, morbider Adipositas und der gesunden Kontrollgruppe

zu sehen.

4.2. Locus LDLRP1L1

mH20
B unmethylierte Kontrolle
m methylierte Kontrolle
unmethylierte unkonvertierte Kontrolle
u FH
== MO

= m gesunde Kontrollgruppe

p‘ B6 B7 B& B3 70 bl 72 73 74 75 76 77 78 7a a0 81 82 83 a4 85 a6 a7 &3 83 an

Abbildung 18: HRM Analyse des LDLR P1 L1

Die untersuchten Proben der Region LDLR P1 L1 zeigen das gleiche
Schmelzverhalten wie die unmethylierte Kontroll-DNA. lThr Schmelzpunkt liegt
bei 73,9°Celsius, wohingegen der Schmelzpunkt der volimethylierten Kontroll-
DNA bei ca. 76,2°C liegt. Es ist kein Unterschied zwischen Proben der

verschiedenen Gruppen zu sehen.

Agarose-Gelelektrophorese:

Abbildung 19: Agarose-Gelelektrophorse des LDLR P1 L1
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Die Agarose-Gelelektrophorese zeigt eine spezifische, aber schwache
Amplifikation. Die Position bei der 100 bp Marke entspricht der Lange des
erwunschten Abschnittes.

Sequenzierung:

Auf Grund der schlechten Amplifikation konnte keine Sequenzierung

durchgefthrt werden.

Zusammenfassung:

Die Ergebnisse der HRM Analyse weisen darauf hin, dass alle im Abschnitt
LDLR P1 L1 enthaltenen CpG sites unmethyliert sind. Aufgrund der nicht
durchfiihrbaren Sequenzierung sind diese Ergebnisse aber nicht validiert.

4.3. Locus LDLR P2
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Abbildung 20: HRM Analyse des LDLR P2

Die Sequenz LDLR P2 zeigt bei allen Proben einheitliche Schmelzkurven.
Wahrend die unmethylierte Kontroll-DNA einen Schmelzpunkt von 76,1°Celsius
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besitzt, liegt der Schmelzpunkt der methylierten Kontroll-DNA und aller Proben

der verschiedenen Gruppen bei etwa 78,0°Celsius.

Agarose-Gelelektrophorese :

LDLRP2'

-a

Ladder

100bp Negativ-
kontrolle

Abbildung 21: Agarose-Gelelektrophorese des LDLR P2

Das Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese bestétigt die spezifische

Amplifikation des erwiinschten DNA-Abschnittes mit 139 bp.

Sequenzierung

Die Sequenzierung bestéatigt die Ergebnisse der HRM Analyse. Alle 7 CpG sites
des Abschnittes sind in allen eingeschickten Proben komplett methyliert.
Sequenzierung siehe Anhang.

Zusammenfassung:

Die Ergebnisse der Analysen zeigen, dass alle im Abschnitt LDLR P2

enthaltenen CpG sites methyliert sind. Es ist kein Unterschied zwischen Proben

der verschiedenen Gruppen zu sehen.
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44, Locus LDLRP3

H20
= methylierter Kontrolle
= unmethylierte Kontrolle
= FH
= MO

gesunde Kontrollgruppe

Abbildung 22: HRM Analyse des LDLR P3

Alle untersuchten Proben an der Position LDLR P3 zeigten einen gemeinsamen
Schmelzpunkt mit der methylierten Kontroll-DNA bei etwa 78,1 °C. Der
Schmelzpunkt der unmethylierten Kontroll-DNA liegt bei ca. 75°Celsius. Es ist
kein Unterschied zwischen Schmelzkurven der verschiedenen Kontrollgruppen

ZU sehen.

Agarose-Gelelektrophorese:

Ladder Negativ-
100bp  kontrolle

Abbildung 23: Agarose-Gelelektrophorese des LDLR P3
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Die Amplifizierten Produkte liegen einheitlich etwas unter der 200bp Marke, was

zur Lange des erwinschten Abschnittes von 184 bp passt.

Sequenzierung:

Die Sequenzierungen konnten die Ergebnisse der HRM bestétigen, alle 10
Uberpruften CpG sites des Abschnittes waren bei allen untersuchten Proben
methyliert. Sequenzierung siehe Anhang.

Zusammenfassung:

Die Ergebnisse der Analysen zeigen, dass alle im Abschnitt LDLR P3
enthaltenen CpG sites methyliert sind. Es ist kein Unterschied zwischen Proben

der verschiedenen Gruppen zu sehen.

45. Locus LDLRAP1:

oie wH20
B methylierte Kontrolle

unmethylierte Kontralle
u unmethylierte unkonvertierte Kontrolle
mg FH |

012 = WO
[l

o ™ B gesunde Kontroligruppe

Abbildung 24: HRM Analyse des LDLRAP1 mit Primern fiir eine methylierte DNA-Sequenz
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Abbildung 25: HRM Analyse des LDLRAP1 mit Primern fiir eine unmethylierte DNA-Sequenz

Wie in Abbildung 24 und Abbildung 25ersichtlich, war die HRM Analyse sowohl
mit den Primerpaaren mit spezifischen Primern fir unmethylierte als auch
methylierte DNA nicht erfolgreich.

Bei Verwendung der Primer fir einen vollmethylierten DNA-Abschnitt zeigt wie
erwartet die methylierte Kontroll-DNA einen klaren Peak bei ca. 89,2°C. Die
Proben variieren unabhangig der Gruppe zwischen keinerlei Ausschlag oder
ahnlich der Schmelzkurven und dem Schmelzpunkt der unmethylierten Kontroll-
DNA und der unmethylierten unkonvertierten Kontroll-DNA, deren
Mehrfachpeaks auf eine unspezifische Amplifikation schliel3en lassen.

Bei Verwendung der Primer flr eine vollstandig unmethylierte DNA Sequenz
zeigt die unmethylierte Kontroll-DNA einen eindeutigen Peak mit Schmelzpunkt
von etwa 82,1°C. Die methylierte Kontroll-DNA zeigt neben unspezifischer
Schmelzkurven von 74 bis 77°Celsius auch einen eindeutigen Peak bei
82,1°Celsius. Die Proben zeigen unspezifische aber sehr einheitliche
Schmelzkurven zwischen 79 und 82 °Celsius. Diese Ergebnisse lassen auf
Grund des PCR-Designs fur die nicht komplementdre DNA nach der
Bisulfitbehandlung auf ein Funktionieren des linken Primer und auf eine
partielle/unspezifische Bindung des rechten Primer an die erwiinschten DNA

Sequenzen schlie3en. Daher wurde die HRM PCR mit spezifischem Primer flr
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unmethylierte DNA auf der linken Seite und mit spezifischem Primer fir
methylierte DNA auf der rechten Seite der LDLR AP1 Sequenz wiederholt.

= H20
methylierte Kontrolle

B unmethylierte Kontrolle

B unmethylierte unkonvertierte Kontrolle
FH

" mo

: gesunde Kontrollgruppe

Abbildung 26: HRM Analyse des LDLRAP1 mit Primern fiir eine unmethylierte DNA Sequenz auf der linken und
Primern fiir eine methylierte DNA Sequenz auf der rechten Seite des Amplikons

Bei Verwendung der Kombination von Primern fur unmethylierte DNA am
Beginn des Amplikons und methylierte DNA am Ende des Amplikons zeigt sich
ebenfalls ein klarer Peak der unmethylierten Kontroll DNA mit einem
Schmelzpunkt von 82,6°Celsius , was auf eine partielle Bindung des rechten
Primers hindeutet. Die Proben zeigen einen einheitlichen Schmelzpunkt bei
etwa 83,9°Celsius. Diese Verschiebung des Schmelzpunktes lasst darauf

schlieRen, dass einige der 32 CpG sites in diesem Abschnitt methyliert sind.
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Agarose Gelelektrophorese:

LDLR AP1

linker Primer: spezifisch fir unmethylierte DNA linker und rechter Primer spezifisch fiir|
rechter Primer: spezifisch fiir methylierte DNA unmethylierte DNA
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100bp

Abbildung 27: Agarose-Gelelektrophorse des LDLRAP1

Abbildung 27 zeigt das Ergebnis der Agarosegelelektrophorese fir die Sequenz
LDLRAP1. Die Amplifikation des Produktes mit linken Primer spezifisch fir
unmethylierte DNA und rechtem Primer spezifisch fur methylierte DNA zeigt in
der Elektrophorese eine einheitliche Lage bei ca. 200 bp. Bei Primern fir
unmethylierte DNA zeigt sich ein leichter Unterschied in der Lage der Banden

der verschiedenen Proben, was auf unterschiedlich lange Produkte hindeutet.

Sequenzierung:

Die Sequenzierung konnte nur 15 der insgesamt 32 CpG-sites des Abschnitts
Uberprifen. Diese 15 CpG-sites waren in allen Proben unmethyliert, jedoch
bricht die Sequenzierung bei etwa der Halfte des Abschnitts durch immer
schwacher werdende Signale ab. Die Schwierigkeiten bei der Sequenzierung
konnten eventuell aufgrund der schlechten Bindung des rechten Primer und der
daraus folgenden ungleichen Verlangerungen wahrend der Amplifikation
entstanden sein, und kdnnten durch Neu-Design des Primers geldst werden.

Die Sequenzierung ist im Anhang zu finden.
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Zusammenfassung:

Die Ergebnisse der HRM Analyse weisen darauf hin, dass die im Abschnitt
LDLRAP1 P1 enthaltenen CpG-sites einen einheitlichen Methylierungsstatus
aufweisen. Dieses Ergebnis konnte durch die Sequenzierung nicht vollstandig

bestatigt werden.

5. Diskussion:

Bei den untersuchten Genen konnten Kkeine unterschiedlichen DNA-
Methylierungen festgestellt werden. Sowohl innerhalb der beiden Abschnitte
LDLR P1 L1 und LDLR P1 R1 der Promotorregion vor/am Beginn des Exon 1
des LDLR Gens, als auch in den intragenen Regionen LDLR P2 und LDLR P3
konnten keine Unterschiede in der Methylierung zwischen der Gruppe der FH
Patientinnen und der Kontrollgruppe aufgedeckt werden. Auch innerhalb der
Gruppen traten keinerlei Varianzen im Methylierungsmuster auf.

Die Regionen in der Promotorregion waren ganzlich unmethyliert, wohingegen
die Loci im Zentrum des Gens in der Nahe des Exons 8 und 10 ganzlich
methyliert vorgefunden wurden.

Auch im LDLRAP1 Gen konnten in den untersuchten Bereichen keinerlei
Varianzen innerhalb und zwischen den Gruppen festgestellt werden. Die
Promotorregion liegt unmethyliert vor und geht dann kurz nach dem Beginn des
Exon 1 des LDLRAP1 Gen in methylierten Zustand Uber.

Diese Muster entsprechen auch dem Stand der Forschung wonach CpG Inseln
in inter- und intragenen Bereichen typisch methyliert und CpG Inseln in
regulatorischen Regionen typisch unmethyliert vorkommen [Baccarelli et al.
2010].

Somit kann man anhand der Ergebnisse der Untersuchung der DNA-

Methylierung annehmen, dass es sich bei den Loci LDLRP2 und LDLRPS3,
obwohl sie strukturell regulatorische Elemente besitzen, hdchstwahrscheinlich
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nicht um regulatorische Regionen handelt, bzw. dass diese bei Kindern nicht
aktiv sind.

Die durch die Untersuchung erhaltenen Ergebnisse liefern keinen Hinweis auf
die Ursache der bei Familiarer Hypercholesterinamie auffallenden
diagnostischen Licke. Andere epigenetische Mechanismen, die in diesen
Genregionen wirken wie Histonmodifikationen oder die Regulation tber nicht-
kodierende RNA, konnen durch die Untersuchungen nicht ausgeschlossen
werden. Histonmodifaktionen sind jedoch unwahrscheinlich, da diese eine

starke Korrelation mit DNA-Modifikationen aufweisen [Vaissiéere et al. 2008].

Durch die in allen untersuchten Regionen und Proben nicht vorhandenen
Varianzen im Methylierungsstatus konnen einige Riuckschlisse gezogen
werden. Wie in Tabelle 1 (Seite 29) ersichtlich, variiert das
Patientinnenkollektiv innerhalb der Gruppe der FH-Kinder in Blutlipidwerten,
Behandlungsstatus, Geschlecht, Alter und Medikation. Alle diese Faktoren
scheinen in den untersuchten Regionen Kkeinen Einfluss auf den
Methylierungsstatus der Patientinnen auszutben.

Besonders interessant ist das bei dem Faktor der Medikamentierung, wurde
doch erst kurzlich festgestellt, dass die Behandlung mit Statinen bei
Krebspatientinnen Einfluss auf deren DNA-Methyltransferasen hat und diese
inhibiert werden [Kodach et al. 2011]. Das Ergebnis scheint auf den zweiten
Blick jedoch nicht weiter kontrovers, da die untersuchten regulatorischen
Regionen auch bei unbehandelten FH-Patientinnen und bei der Kontrollgruppe

unmethyliert vorliegen.

Auch die Kontrollgruppe, welche hauptsachlich aus Patientinnen mit morbider
Adipositas besteht, zeigt keinerlei Varianzen der DNA-Methylierung in allen
untersuchten Stellen. Somit kann, der in der Arbeit Guay et al. 2013 gehegte
Verdacht, der LDL-Rezeptor wirde bei FH-Patientinnen aufgrund deren
extremer LDL Spiegel keine Varianzen zeigen, abgeschwéacht werden. Jedoch
muss auch erwahnt werden, dass die Blutlipidewerte der Patientinnen mit

morbider Adipositas zwar im Normbereich liegen, ihr Gewicht aber einen ersten
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Grundstein fir das Metabolische Syndrom legt, welches mit erhdhten
Blutlipidwerten und somit héherem Risiko fiur kardiovaskulare Erkrankungen
einhergeht [Rohla und Weiss 2013]. Daher konnte die fehlenden Varianzen bei
den morbid-adipésen Patientinnen der Kontrollgruppe ebenfalls dadurch erklart
werden, dass bereits epigenetische Mechanismen eingesetzt haben, welche
gegen eine Erhohung der LDL-Cholesterinspiegel ankampfen. Dies trifft nicht
auf die, ebenfalls in der Kontrollgruppe enthaltenen, beiden gesunden
Patientinnen zu. Deren Kollektiv ist aber zu klein, um sinnvoll argumentieren zu
konnen.

Ein weiterer Grund fir die fehlenden Varianzen in allen Bereichen koénnte das
verwendete Probenmaterial sein. Obwohl Blut fir diverse epigenetische
Untersuchungen verwendet wird und auch als Surrogatmaterial flr
epigenetische Untersuchungen in manchen Genen vorgeschlagen wurde [Guay
et al. 2013], kdnnen gewebsspezifische Unterschiede in der epigenetischen
Regulation inklusive der DNA-Methylierung nicht ausgeschlossen werden, vor
allem, da der LDL-Rezeptor hauptsachlich in der Leber vorkommt [Goldstein et
al. 1987].

Die Ergebnisse in der Promotorregion des LDL-Rezeptor-Gens stimmen auch
mit denen der Gruppe Guay et al. Uberein, welche eine Uberschneidende
Region bei erwachsenen Mannern mit Familiarer Hypercholesterindmie
untersuchte und ebenfalls keinerlei Varianzen im Methylierungsstatus der
unmethylierten Promotorregion feststellte. [Guay et al. 2013].

Somit ist in den untersuchten Regionen am LDLR Gen kein Unterschied in der
DNA-Methylierung zwischen Kindern und Erwachsenen mit Familiarer
Hypercholesterinamie festzustellen.

Vergleiche des DNA-Methylierungsstatus der anderen, in dieser Arbeit
untersuchten Regionen des LDL-Rezeptors und des LDLRAP1 Gens, sind nicht
moglich, da es im Moment noch keine Studien gibt, die sich mit diesen
Regionen befassen - weder an Erwachsenen noch an Kindern.

Aufgrund der Ergebnisse am LDLR Promotor kénnte jedoch spekuliert werden,
dass die epigenetische Regulation durch DNA-Methylierung bei Kindern mit
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Familiarer Hypercholesterindmie sich nicht von der von Erwachsenen

unterscheidet.

Obwohl die kausalen Zusammenhange der epigenetischen Regulation noch
nicht vollstandig gekléart sind, lassen die Ergebnisse der Untersuchung einen
eindeutigen Schluss zu. Die Hypomethylierung der Promotorregionen der
untersuchten Gene schlief3t ein Silencing bzw. eine Minderung der Expression

durch DNA-Methylierung aus, da diese nicht vorhanden ist.

Auch wenn die Ergebnisse nicht auf eine Regulation durch DNA-Methylierung
am LDLR und LDLRAP1 Gen hinweisen, schlie3t das keinesfalls eine
Beteiligung der Epigenetik an den unerklarten Varianzen, was Lipoproteinlevel
und Vorkommen von Kkardiovaskularen Erkrankungen bei Familiarer
Hypercholesterinamie betrifft, aus.

Es ware in Zukunft durchaus sinnvoll andere Gene, deren epigenetische
Regulation moéglicherweise Ausléser fur diese diagnostische Liicke darstellt, zu
untersuchen. Beispiele dafir waren die beiden anderen Key-Player der
Familiaren Hypercholesterinamie PCSK9 und ApoB100, aber auch das CETP
Gen konnte aufgrund seiner Beteiligung im LDL Stoffwechsel eine Rolle

spielen.
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9. Anhang
9.1. Sequenzierungen

LDLR P1 R1: Sequenzierung- Teil 1

10 20 30 40 50 50 70 80 a0 100 110 1
RGTATGGGGTTTTGGGGTIGGAARTTGRsTTGeATHsT@sTTTToTTTT IR THcHoclsceorTToTAGSTARGGTTTGTTITAGGHcTHAGARTAGGTTGAGAGGrGTTTIPsG66
§ M e R W G0N i L g R W

R N VT SRR NI VA S S RN T GG i SSRGS R | L T SN G TP | DI
Ve "G Gy tL Gq VL G: Hz Cy VL GD L Lc FepCy Fp Lc Lc “G “G R FERE TR R EL Ve L6 VL R: 1,76 ‘e !R G Vr ’L G. G
13 Kontrolle G GGG GGG G G G
3 FH G GGG GGG G G G
12 M0 G GGG GGG G G G
2 FH G GGG GGG G G G
1 FH G GGG GGG G G G
14 Kontrolle G GGG GGG G G G
8 MO G GGG GGG G G G
a9 MO G GGG GGG G G G
LDLR- Referenz G GGG GGG G G G
bisulfitbehandelt NGIRTSGGG SGGGENSG CGRTGG RICGECG I’ “GCGGCGGGG RIT S L STER RGG3 3| NG|
unmethyliertmethyliert 10 20 30 40 50 60 70 20 90 110

ARG T ATGGGGTTITTIGGGGTIGGAARATTIGTIGTIGGATIGTIIGTTITTIGTIITTITIIGTITGTGGTGGGGATIGTAGGTAARGGTITGTITITAGGIGTTAGAATAGGTTIGAGAGGGAGTTITITIGEEE

s S AT

100 110 1
ARG T ATGGGGTTITTIGGGGTIGGARATTIGTIGTIGGATTIGTITIGTITTIGTITTITIGTIGTGGTGGGGATTIGTAGGTAAGGTITGTITTITAGGTIGTTAGAATAGGTIGAGAGGGAGTTITTITGGGG

aen (A o T e

100 110 i
ARGTATGGGGT I T TGGGGTIGGARATIGTGTITGGATIGTITGTIITIGITITITGITGTGGTGGGGATIGTAGGTARGETITGTITITAGGTIGTITAGAATAGGTIGAGAGGKAGITITTIGGEE

B o
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LDLR P1 R1- Sequenzierung: Teil 2

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

| 2 FH mummun1mmmuummmummmumummh MlhlmMMMHMMHWW

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

‘o ““““uu““w“huu S mwdulmuMUIUWUMUWMW’NMdhhwm A

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

. mmnu nmumh ummmmmmmmmmmullh1huﬂmMhdxuumthhuuulm th

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

nmmuumlmmlmmmummummmiuum&m A

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

e Wt R ™
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LDLR P2- Sequenzierung:

9 M0
1FH

3FH
14K
LDLR P2 Referenz

9 MO

1FH

8 MO

3FH

14 Kontrolle

72

TGATIGGTITATITTATIGAGT TAAGTGCGGTGETATACGTITGTAATTITAAAYITTTGCGAGATCOAGGCEGGCGTATTATTHeACHr Al oA BRElcHE~IEEEEENalrc A
S A T SRR N TS R, e D O St RO Sy vk iy S (AN SR Pty DS Sl e S Ak S oo 2
Ly Vet T TI TEGTL Te Tagty Pvy ty e Be T T T T e Be e TR ey Dk Pl Sl

€66 c6 ccNc@EcNcctecace 6
€66 6 cclcMccNeccesate 66
€G6 G cclic Biicc fcccesete GG

6

&

3

€66 cG 1 66C6G6CG 66
te6 ce 66
11 . c66 cs 66 3
10 20 30 40 50 0 70 20
GATIGGTITATITTATIGAGITAAGTGCOGTGGTATACGTITGTARATTITTAARAITTTGGGAGATCGAGGCGGGCGTATTATITGAGGITA GGAGTIC c..nc.r

hmzmumuul VL mm‘mmumuuuubhNMMWIWMM)O.MJL ’A’«M L

vd\.
110
EGATIIGGTT T)‘t:XIATTGAGaIA;\GTGCGG‘IGG;ATACGI.IGIAAT?I!!A&AI‘IIGGG&GI?CGAGGCGGGCGIAXaATAIGAGG;TAGGGAGI‘C RA GAWKRGIC

AT mlﬂmwhwmummﬂ U‘l&ll‘i“bA\.‘,.‘¢‘ AR M

-“_ &
TG&TTOGY!TAYTTTlTYG%GTTn&GYGCGGTGGTiTACGY.TGT&AT1’7TAAI»ITTTGGGAGL'CGAGGCGQGCGT&T'X%I TGAGG!T& GGAG TC Ga Ra'a'ARTCTC

u*l.\lhlhu“dm ;iﬁw'k*mlm‘MHUMW“H‘“ m)l“l‘ [V ,‘.J ;k.},;"‘\’ )

LA‘/ \)A

GGCGGGLEG
GGCGGGE6

110
fGATIGGTT TAT;TTAT:.GAGTIA}.G‘GCGGTGGTATACGT IGTAA?.TAAAAA‘K‘TTGGGAGA;CGXGGCGGGCGTLITRTYTGAGG;IA GGAR aCRRA RKWIWGT IC

a'M"" A WA Vs wmuegmmon“wu,.

AV b LA
10 20 30 40 S0 &0 100 11

fGATIGGTT TAIT'ITATZGAG‘IIAAGAGCGGT.GGTAIKCG‘I.TGtAATf’XlAAKTaX!GGGAGA‘CGAGGCGGGCGIAI”ATTYG.GG TA GGAGTYC GA GATTAGT IC2




LDLR P3- Sequenzierung:

4 FH

12 Mo

14 K

2 FH

10 MO

LDLR P3-Referenz
bisulfitbehandelt,
methyliert

4FH

12 MO

14 Kontrolle

2 FH

12 MO

10 20 30 40 50 60 70 &0 a0 100 110 120 130 140
GGT’IT’ITTTTGATT’IT’ITGATTTCG’IT’ITTCGGATT’IT’IAGGTTTT}-\’ICGTTTATTTT’IT’ITTTATEAA’ICGG'IACGAGGTT}-\GGAAGATGACGTTGGATCGGAGCGAGTATATTAG'ITTTATTTTE_AAI_TTGAGGAACGTETCGE’IT
F_F D F,V_ F_R L, F F_ F_Y v, R, G D, V. G 5 RV, ¥ % F_Y_ F_* L R, N V., V_V
VFFFLDIFFL*I SRFFFGE‘LGFISRVFYIFFFFFLILNRYERVLRGKRHTLDRGSEYILSVFLIFFLN g Gp Tp Wo'S.° F
GEITTTTII TG ATTTITT G ATTICGITITICGGATTTITAGGITITAT CCTTTATITIIIITTI ATTAAT CoGTACGAGETTHGGREGATcAceTTec ATceclccc e TATATTHCTITTATTIIT TaAGGMCGTaGTC IT
EEITTTTITTGATITITTGATI T CGTIITTIICGGATITITAGEITTITATCGTITITATITITITIIT AT ART CCGTACGACGTTHGGARGATGACGTITGGATCGGAGCGHGTATATIAGTITITATITIT TGHGGRARCGTGGTCGIITT
EEITTTTTIITGATTTITTGATTT CGTTTTICGGATITTITAGGITITATCGTITTATITIITITTITT AT AATCCGTACGAGCTITAGGARGATGACCTTCGATCGGAGCGAGTATATTAGTITIATTIIT TcHGGRARCGT G CCIITT
EEITTTTTITGATITTIITGATTTCGITTTTCGGATITTITAGGITITATCGTITTATITIITITTT ATT AAT CoGTACGAGGTTAGGARGATGACETTGGATCGGAGCGAGTATATTAGTITTATIIT TGHGGARCGTIGT CCRNTT
EEITTTTTTTGATITITTGATTTCGTIITTIICGGATITITAGGITITATCGTTITATITITITTIIT AT ART CGGTHCGAGGTINGGARGATGACGTTGGATCGGAGCGHGTATATIAGTTITATITIT TGHGGARCGTINGT CERNTT
EEITTTTTTT G ATTTTTT G ATTTCGITTTTCGGATITITAGGITITATCGITT ATITITTTTTT ATTART CGGTACGAGGTITHGGARGATGACGITEGATCGGAGCGHGTATATTAGTTTTATITITARTTTS GG ARCGTGGICGITTT
10 20 3n 40 50 a0 70 &0 90 100 110 120 130 140

GGTTTTITITITIGATTITIIGATTICGTITTICGGATTITTAGGTTITATCGTTTATIITITITITTAT I AATCGGTACGAGGTTAGGRAAGATGACGTTIGGATCGGAGCGAGTATATTAGTTITTIATITT AR TTGAGGRACGIGGTICG TITT

oty ,,uuui,1Mm.mmuunnluhuumunmlwhumu,:.u.nuumum«m e )

10 20 30 100 110 120 130 140
GGIIIIIIIIGAIIIIIIGAITICGIIIIICGGAIIIIIHGGITIIHICGIIIHTIIIIIIIIInTInAICGGIHCGHGGIIHGGHAGHIGACGIIGGnICGGnGCGnGTnInIInGIIIIHIIIIIHH TTIGAGGRACGTGGICG TIT

Wl g uuuunmml MHRLTY dﬁﬂh ﬂlhﬂm lhhhuﬂl“ﬂlﬂhmwlmMW‘“&MA 'i

100 110 120 130 140
GGIIIIIIIIG:IIIIIIGEIIICGIIIIICGG:IIIII:GGIIIIHICGIIIHIIIIIIIIIInII PI"GGI GrGGIIrGG PGrIGPCGIIGGrI"GGrG"GrGIrIrIIrGIIIIrIIII LR TIGAGGARLCGIG TCG TTIT

sl A - o

a0 100 110 120 130 140
GGIIIIIIIIGAIIIIIIGAIIICGIIIIICGGAIIIIIAGGIIIIAICGIIIAIIIIIIIIIInIIAEICGGIACGnGGIInGGARGnIGRCGIIGGnICGGnGCGnGInInIInGIIIIHIIII AR TIGAGGARLCGT GICG TIT

ol uxmammﬂmIdlﬂljﬂlMlﬂmhlllluUl““hm,wiluhulbbmm |

100 110 120 130 140
GGIIIIIIIIGAIIIIIIGAIIICGIIIIICGGAIIIIIAGGIIIIAICGIIIAIIIIIIIIIIAIIARICGGIACGAGGIIAGGARG:IGRCGIIGGnICGGnGCGnGInInIInGIIIIHIIIIIHA ITGAGGARCGT GICG TIT

L L U“MU“WNmhhhﬂm‘Mlﬂml‘WMUMMA‘&“M&k
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LDLRAP 1 P1 - Sequenzierung
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14 Kontrolle

4FH

9 MO

13 Kontrolle

2FH
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9.2. Liste der verwendeten Kits und Chemikalien

Produkt

QIAamp DNA Mini Kit

EpiTect Bisulfite Kit

EpiTect HRM P CR Kit

EpiTect PCR Control DNA Set (100)

5 x Loading Dye

RNase free water

Ethanol

Agarose, Electrophoresis Grade
100bp DNA Ladder

50xTAE, Tris/Acetic Acid/EDTA Buffer
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain,

10000x in water

Primer

Firma

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Qiagen

Merck

Merck

Invitrogen TM life technologies USA
Invitrogen TM life technologies USA
Bio-Rad Laboratories Inc. Germany
Biotium Inc. USA

VBC Genomics
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