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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: Familiäre Hypercholesterinämie (FH) ist eine erblich bedingte 

Störung des Fettstoffwechsels. Mutationen von Genen, welche für die 

Aufnahme des LDL-Cholesterins in die Zellen notwendig sind, vorrangig der 

LDL Rezeptor, führen schon während der Kindheit zu extrem hohen 

Cholesterinspiegeln. Obwohl die genetische Basis der Krankheit bekannt ist, 

gibt es Lücken in der Erklärung von Schwankungen des LDL-

Cholesterinspiegels bei Patienten, die dieselbe Mutation als Grund für FH 

tragen. Epigenetische Mechanismen, die stark durch Umweltfaktoren geprägt 

sind, könnten eine Erklärung für diese Varianzen im Phänotyp 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 Familiärer Hypercholesterinämie. 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 Familiärer 

Hypercholesterinämie 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 können keine 

Erklärung für die diagnostische Lücke bei Familiärer Hypercholesterinämie 

liefern, sondern weisen eher auf eine  hohe Bandbreite an Gründen für 

unspezifische FH hin. 
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Abkürzungsverzeichnis: 

 

°C Grad Celsius 

ABCA1   ATP-binding membrane cassette transporter A1  

Apo    Apolipoprotein  

Asn Asparagin 

Asp Asparaginsäure 

Bp    Basenpaare 

C    Cytosin 

CETP Cholesterylester Transfer Protein 

Dab2 Disabled Homolog 2 Protein 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DNMT    DNA Methyltransferase 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF Epidermal Growth Faktor 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

et al.  et altera 

FH Familiäre Hypercholesterinämie 

G    Guanin 

Glu Glutamin 

H2O Wasser 

HDL High Density Lipoprotein 

HMG-CoA-Reduktase  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase  

HRM High Resolution Melting Analysis 

IDL    Intermediate Density Lipoprotein 

IDOL Inducibel Degrader of the LDLR 

IGF2 Insulin-like Growth Faktor 2 

KHK    koronare Herzkrankheiten 

LCAT Lecitin Cholesterin Acyltransferase 

LDL Low Density Lipoprotein 

LDLR Low Density Lipoprotein Rezeptor 

LDLRAP1 Low Density Lipoprotein-Rezeptor Adapter Protein 1 
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LPL Lipoprotein Lipase 

MIP Methylation Independent Primer 

MO  Morbid Obesity / morbide Adipositas 

MSP Methylation Sensitive/Specific Primer 

NOS Stickstoff Monoxid Synthase 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PCSK9 Proprotein Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Serin 

Protease 

Pro Prolin 

PTB Phosphotyrosin Binde Domäne 

RRE LDLR Related Protein 

SAM    S-Adenosylmethionin 

Sp1 Transskriptionsfaktor  Specificity Protein 1 

SREBPs Sterol Regulatory Binding Elements 

T3 Triiodthyronin 

TAE Tris Acetat EDTA-Puffer 

TG Triglyceride 

TNNT1   Troponin T  

TRE Thyroid Responsive Element 

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TRL Triglycerid-rich Lipoprotein 

Tyr Tyrosin 

Val Valin 

VLDL    Very Low Density Lipoprotein 
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1. Einleitung: 

 

Familiäre Hypercholesterinämie ist eine erblich bedingte Stoffwechselstörung,  

die durch schon im Kindheitsalter extrem erhöhtes LDL-Cholesterin im Plasma, 

die Ausbildung kardiovaskulärer Erkrankungen mit sich trägt [Goldstein et al. 

2001].  

Obwohl die genetische Basis von Familiärer Hypercholesterinämie gut 

verstanden ist, existiert immer noch Unklarheit über die teilweise auftretenden 

hohen Varianzen  im  LDL Cholesterinspiegel zwischen Trägern ein und 

derselben Mutation, welche für das Auftreten von Familiärer 

Hypercholesterinämie verantwortlich scheint [Rader et al. 2003]. Auch das 

Risiko, ob und wann eine kardiovaskuläre Erkrankung auftritt, variiert damit 

stark. Gründe für diese diagnostische Lücke könnten neben Mutationen in 

Genen, deren Beteiligung an Familiärer Hypercholesterinämie 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 für die 

später einsetzenden kardiovaskulären Erkrankungen gelegt werden [Berenson 

et al. 1998]. 

 

In dieser Arbeit soll die mögliche Rolle der Epigenetik in Form der DNA-

Methylierung an den Genen des LDL Rezeptors und des LDL Rezeptor Adapter 

Protein 1 bei Kindern mit Familiärer Hypercholesterinämie geklärt 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.  
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2. Theorie:  

 

2.1. Epigenetik:  

 

Die Epigenetik definiert sich durch alle meiotisch und mitotisch vererbbaren 

Veränderungen, welche nicht durch die DNA Sequenz selbst kodiert sind 

[Egger et al. 2004]. 

Epigenetische Mechanismen sind flexible genomische Faktoren. Diese 

verändern, durch exogene Einflüsse ausgelöst, die Funktion des Genoms 

sowohl kurzfristig als auch langfristig. Im letzteren Fall können sie  stabile 

Veränderungen 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 Primärsequenz ist nur ein erster Schritt zum 

Verständnis der Funktion des menschlichen Genoms. Das Wissen über die 

regulatorischen Einflüsse 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 beschäftigt sich die Epigenetik hauptsächlich 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 

Zugänglichkeit der DNA regulieren [Strahl und Allis 2000, Jaenisch und Bird 

2003]. 

Trotz der Dynamik der Chromosomen können die epigenetischen Informationen 

stabil sein und nicht nur mehrere Zellteilungen und die Meiose [Cavalli und Paro 

1998] überleben, sondern auch von Generation zu Generation weitergegeben 

werden [Grewal et al. 1996, Chong et al. 2004, Liu et al. 2008].  
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Die ersten Studien im Feld der Epigenetik beschäftigten sich mit 

Veränderungen des Phänotyps, beispielsweise mit der Augenfarbe von 

Drosophila [Müller 1930, Schultz 1950] oder dem Silencing der X- 

Chromosomen bei Säugetieren [Lyon 1961]. Diese frühen 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 dafür notwendigen Techniken 

[Wade und Archer 2006]. Siehe dazu auch Abbildung 1. 

 

 

Abbildung 1: Meilensteine der Epigenetik [Baccarelli et al. 2010] 

 

Bedeutung der Epigenetik: 

 

Die Epigenetik ist der Motor hinter der Bildung verschiedener Zelltypen während 

der Entwicklung eines mehrzelligen Organismus [Wade und Archer 2006]. Sie 

ist aber auch in noch unzählige andere physiologische Prozesse involviert. 

Beispiele dafür 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 

veränderte DNA Methylierung bei der Entstehung von Krebs [Laird 2003, Jones 
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et al. 2004, Feinberg et al. 2004].  Weiters sind epigenetische Veränderungen 

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 über 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 

Reversibilität der epigenetischen Modifikationen, was es einfacher macht, diese 

zu verändern 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 für die derzeitigen Zielgebiete der epigenetischen Therapie. 

 

Epigenetische Mechanismen können phänotypischen Effekten, ausgelöst durch 

Umwelteinflüsse während kritischer Phasen der Entwicklung, zugeordnet 

werden [Anway et al. 2005].  

Diese Umwelteinflüsse sind beispielsweise die DNA schädigende Chemikalien, 

Krankheit, Stress aber auch Ernährung und  Lebensstil, deren Einfluss direkt 

während der Schwangerschaft, oder während des späteren 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 Säugetieren und anderen Vertebraten kommt die DNA Methylierung an der 

C5 Position des Cytosins, hauptsächlich innerhalb von CpG Dinukleotiden vor. 

Dort binden die sogenannten DNA-Methyltransferasen an die DNA und 

verwenden einen konservierten Mechanismus zur Übertragung 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 über das 

gesamte Genom, vor allem innerhalb der Gene vor [Eckhardt et al. 2006, 

Weber et al. 2005, Bird et al.2002].  

Bei Säugetieren gibt es zwei verschiedene Gruppen an DNA-

Methyltransferasen. Zur DNMT3 Familie gehören die DNMT3a und DNMT3b, 

sowie das DNMT3-like Protein (DNMT3L), welches jedoch keine 

Methyltransferase-Aktivität besitzt, sondern als regulatorischer Faktor wirkt [Jia 

et al. 2007]. 3a und 3b sind de novo Methyltransferasen, die neue 

Methylgruppen in CpG-sites einfügen. Die  DNMT1 hat die Funktion das 

Methylierungsmuster beispielsweise während 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 große Abschnitte an den Rändern 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 erhöhten 

Prozentsatz an Guanin und Cytosin, da Methylcytosin spontan zu Thymin 

desaminiert, was mit 21% des im humanen Genom erwarteten Wertes zu 

Unterrepräsentation von CpGs führt [Lander et al. 2001].  

 

Regulatorische Effekte der DNA-Methylierung: 

 

Diese Faktoren führen 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 erhöht, diese kommen jedoch auch innerhalb eines Gens oft vor. Dies 

macht die Identifikation eines Promotors alleine durch die Anwesenheit von 

Bindungsstellen nicht möglich [Prestridge et al. 1993].  

CpG Inseln dienen als weitere Hinweise auf Transkriptionsstartstellen, und ihre 

genaue Analyse führte 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 Veränderung der 

Zugänglichkeit der DNA. Es ist nicht mit Sicherheit zu sagen, ob die DNA 
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Hypermethylierung und die Histon-Hypoacetylierung der Grund für Hemmung 

der Transkription, oder deren Folge sind. Es gibt aber eine eindeutige 

Korrelation zwischen DNA-Methylierungsstatus, Histon-Acetylierung und dem 

Silencing der Transkription [Vaissière et al. 2008].  

Es ist anzunehmen, dass die Veränderung der Zugänglichkeit der DNA  

Einfluss auf das Transkriptions-Potential, und damit Kontrolle über die 

Genexpression und viele andere Chromatin-abhängige Prozesse hat [Ceder 

und Bergman 2009, Kouzarides 2007]. Grund für die unterdrückte Transkription, 

könnte möglicherweise die Behinderung der Anbindung von 

Transkriptionsfaktoren sein [Iguchi-Ariga et al. 1989]. Die DNA-Methylierung 

und Histonmodifikation sind eng miteinander verknüpft.  [Vaissière et al. 2008] 

Beispiel dafür ist die weitere Möglichkeit der Unterdrückung der Transkription 

durch indirekte Mechanismen, wie die Anbindung von Proteinen mit einer 

Methyl-CpG-Binde-Domäne [Nan et al. 1993, Jones et al. 1998, Bird 2002], 

welche die Repression der Transkription über eine Veränderung 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. Familiäre Hypercholesterinämie: 

 

Krankheitsbild: 

 

Familiäre Hypercholesterinämie (FH) (MIM 143890) ist ein vererbbarer Defekt 

des Lipoprotein Metabolismus, welcher klinisch durch von Geburt an erhöhte 

Level von Gesamtcholesterin und Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin (LDL) im 

Blutkreislauf geprägt 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 verfrühte Arteriosklerose und daraus folgende koronare Herzkrankheiten, 
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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 Prävalenz von 1:500 um einiges häufiger und wird aufgrund ihrer 

Symptom-Losigkeit oft nicht erkannt [Brown und Goldstein 2001].  

Wird sie jedoch nicht behandelt, entwickeln sich bei 50% der Männer und 30% 

der Frauen im Alter vor 55 Jahren koronare Herzkrankheiten [Slack 1969]. 

Die Konzentration des Gesamtcholesterins/LDL-Cholesterin im Serum beträgt 

bei gesunden, homozygot von FH nicht betroffenen PatientInnen 150-250mg/dl 

/75-175 mg/dl. PatientInnen mit homozygoter Familiärer Hypercholesterinämie 

haben einen Gesamtcholesterinspiegel von über 500mg/dl und LDL-

Cholesterinspiegel von über 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 Ernährung, Sport und 

Vermeidung des Rauchens sind Statine die Standardtherapie für Familiäre 

Hypercholesterinämie [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 Mortalität in der Zeit vor und nach Einführung der Statine 

zeigt eine 80%ige Reduktion des Risikos an KHK zu erkranken, besonders bei 

PatientInnen, bei denen die Therapie frühzeitig 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 für Familiäre Hypercholesterinämie 

 

Bis jetzt sind weltweit über 1200 Mutationen [Futema et al. 2012, Usifo et al. 

2012] in vier verschiedenen Genen als Quelle für die Familiäre 

Hypercholesterinämie bekannt [Soufi et al. 2013].  

Das als Ursache für FH mit über 90 % am häufigsten betroffene Gen [Talmud et 

al. 2013], ist das LDL Rezeptor Gen.  

Die fundamentale Arbeit von Brown und Goldstein legte dar, dass die 

hauptsächliche Aufnahme des LDL-Cholesterins über 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 Familiärer 

Hypercholesterinämie führt [Brown und Goldstein 1986].   

Der zweite genetische Grund für 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 Körperzelle führt [Innerarity et al. 1990].  

FH kann aber auch durch Mutationen im Gen PCSK9, der Proprotein 

Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 Serin Protease, ausgelöst werden [Abifadel 

et al. 2009]. Diese Serin Protease bindet an den LDL Rezeptor und unterstützt 

den Abbau des LDL-Cholesterins in den Lysosomen [Cohen et al. 2005].  

Die vierte Ursache für FH sind Mutationen im LDL Rezeptor-Adapter-Protein1, 

LDLRAP1. Im Gegensatz zu den drei anderen betroffenen Genen führen 

Mutationen im LDLRAP1 nicht zu autosomal dominanter, sondern zu autosomal 

rezessiver Familiärer Hypercholesterinämie [Eden et al. 2001]. LDLRAP1 bindet 

an den cytoplasmatischen Teil des LDL Rezeptors und unterstützt die 

Einbettung des LDL Rezeptors in die Clathrin-coated pits und ist somit für 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 

Säugetieren [Brown und Goldstein 1975] und Substrat für die Synthese der 

Steroid Hormone, von Vitamin D und Gallensäuren [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 

über die Lipoproteine auf. [Brown und Goldstein 1976, Brown und Goldstein 

1986].  

In westlichen Ländern wird etwa 300-500mg Cholesterin über die Nahrung 

aufgenommen. Das über die Gallensäure aufgenommene Cholesterin wird auf 

ca. 800-1200 mg geschätzt [Grundy und Metzger 1972].  

 

 

Low-Density-Lipoprotein: 

 
Low-Density-Lipoproteine sind sphärische Partikel mit einem durchschnittlichen 

Durchmesser von 22 nm. Ihr Kern besteht aus ca. 170 Triglyceriden und ca. 

1600 Cholesterinester-Molekülen [Esterbauer et al. 1992]. Zusätzlich enthält 

das Lipoprotein ca. 600 Moleküle unverestertes Cholesterin, von dem ein Drittel 

im Kern und zwei Drittel auf der Oberfläche zu finden ist. [Lund-Katz und 

Phillips 1986]. Die Oberfläche von LDL besteht aus einer Monolayer aus 

Phospholipiden und einer einzigen Kopie von Apolipoprotein B100. Die 

Hauptkomponenten der Phospholipide sind Phosphatidylcholin und 

Sphingomyelin. Außer den Lipiden trägt LDL auch lipophile Antioxidatien, wie 

beispielsweise Tocopherole, Carotinoide und Ubiquinol [Esterbauer et al. 1992]. 

LDL ist flexibel; ihre Struktur und physikalischen Eigenschaften hängen stark 

von der Zusammensetzung ihrer Komponenten und von der Konformation des 

ApoB100 ab [T. Hevonoja et al. 2000]. 
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Lipoprotein Metabolsimus: 

 

 

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

 

Die Hauptkomponenten der Lipoproteine sind freies und verestertes Cholesterin und 

Triglyceride. In den Enterocyten werden die im Dünndarm 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 

über 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 über den LDL Rezeptor 

aufgenommen wird.  [Hegele 2009].  
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Der intrazelluläre Transport von Cholesterin funktioniert über vesikulären 

Transport oder über lösliche Carrierproteine, welche das hydrophobe 

Cholesterin binden [Soccio und Breslow 2004, Maxfield und Wustner 2002]. Da 

Cholesterin durch die Zellen nicht abgebaut werden kann, muss 

überschüssiges 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 

zellulären Cholesterin [Cuchel und Rader]. Das Enzym Lecitin Cholesterin 

Acyltransferase (LCAT) befindet sich an der Oberfläche von HDL und 

konvertiert freies Cholesterin in Cholesterinester [Jonas 2000]. HDL 

transportiert diese in seinem Kern in die Leber und steroidogenen Gewebe, wo 

dieses über den Scavenger Rezeptor Typ B aufgenommen werden [Ji et al. 

1997] oder durch das Cholesterylester Transfer Protein (CETP) über das 

Triglycerid-rich Lipoprotein (TRL)  in LDL umgewandelt werden, um in der Leber 

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

 

2.4. Kardiovaskuläre Erkrankungen: 

 

Risikofaktoren: 

 

Die Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen äußern sich bereits in der 

Kindheit und werden ins Erwachsenenalter mitgetragen [McGill et al. 2008]. Das 

Ausmaß der arteriosklerotischen Läsionen im späteren Leben korreliert mit 

diesen Risikofaktoren [Berenson et al. 1998, McMahan et al. 2006], zu denen 

erhöhtes LDL-Cholesterin, erniedrigtes HDL-Cholesterin und Übergewicht 

gehören [McGill et al. 2008].  

Erhöhte Konzentrationen an zirkulierendem LDL fördern Arteriosklerose und 

kardiovaskuläre Krankheiten [Hansson und Hermansson 2012]. Das Risiko 

einen Herzinfarkt zu erleiden, liegt bei einem Mann unter 60 Jahren mit 

Familiärer Hypercholesterinämie bei 75%, ohne FH bei 10 %.  [Slack J 1969, 

Simon Broome Register Group 1991].  
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Gerade bei PatientInnen mit Familiärer Hypercholesterinämie spielen 

Risikofaktoren für die Ausbildung von kardiovaskulären Erkrankungen aufgrund 

des hohen LDL-Cholesterins eine große Rolle [Smilde et al. 1998]. Erhöhte 

Cholesterinwerte sind auch in Abwesenheit anderer Risikofaktoren 

ausreichend, die Entwicklung von Arteriosklerose zu fördern [Glass und 

Witztum 2001]. 

 

Ausbildung von Arteriosklerose: 

 

Die zu Grunde liegende Pathologie ist durch chronische Entzündungsprozesse 

der Arterienwand gekennzeichnet, die oft an Stellen mit unruhiger laminarer 

Strömung auftreten [Moore und Tabas 2011]. Die Atherogenese beginnt mit 

endothelialer Dysfunktion und strukturellen Veränderungen, was die 

Akkumulation von LDL Partikeln zur Folge hat [Kwon et al. 2008].  Das 

eingelagerte LDL ist oxidativen Prozessen ausgesetzt, möglicherweise durch 

Enzyme wie die Myeloperoxidase, Lipoxygenase oder Stickstoff-Monoxid 

Synthasen (NOS) [Glass und Witztum 2001]. Durch den Einfluss der 

atherogenen und proinflammatorischen Stimuli werden Adhäsionsmoleküle 

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 Blutkörperchen in die Läsion der 

Gefäße [Libby 2002]. Innerhalb der Intima differenzieren die Monozyten in 

Macrophagen und nehmen die atherogenen Lipoproteine über 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 intrazelluläre 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 führt 

zu Verlust des Lumenvolumens, Reduktion des Blutstrom und Ischämie [Kragel 

et al. 1989].  
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Das Wachstum des Lipid-reichen, nekrotischen Kern des Plaques kann aber 

auch die überdeckende Schicht glatter Muskulatur schwächen. An diesen 

besonders dünnen Stellen kommt es zu erhöhter proteolytischer Aktivität, und 

im schlimmsten Fall zu einem Brechen des Plaques, wobei Teile des Kerns in 

den Blutkreislauf freigesetzt werden. Dieser sogenannte atherothrombotische 

Prozess führt zur Bildung von Thromben in den Arterien und führt schließlich 

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 

Körper spielt. Er ist für die Aufnahme des LDL-Cholesterins aus dem 

Blutkreislauf in die Zellen zuständig.  

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 β-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 Einstülpung und Abschnürung der Membran in die Zelle 

aufgenommen. Diese fusionieren mit Lysosomen und es folgt ein Abbau des 

Lipoproteins zu Aminosäuren und Cholesterinestern [Brown und Goldstein 

1979]. 
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Abbildung 5: Überblick der Aufnahme von LDL-Cholesterin in die Zelle [Fahed und Nemer 2011] 

 

Aufbau des LDL Rezeptors: 

 

Der LDL Rezeptor besteht aus 839 Aminosäuren und kann grob in fünf 

Domänen eingeteilt werden.   

Die LDLR Typ A repeat Domäne ist für die Ligandenbindung verantwortlich 

[Shireman et al. 1977, Mahley et al. 1977] und besteht aus etwa 40 

Aminosäuren [Yamamoto et al. 1984].   

Die zweite extrazelluläre Domäne des Rezeptors ist die EGF-Domäne 

(epidermal growth factor receptor homology domain), welche aus drei sich 

wiederholenden Sequenzen mit Ähnlichkeit zum Epidermal Growth Faktor 

besteht [Russel et al. 1984]. Die ersten beiden EGF-Domänen sind mit der 

dritten über einen β-Propeller verbunden [Jeon et al. 2001]. Dieser wirkt 

möglicherweise mit der Ligandenbindungsdomäne zusammen, sodass sich die 

Liganden bei sinkendem pH in den bei der Endocytose gebildeten Endosomen 

vom Rezeptor lösen [Rudenko et al. 2002].  
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Die nächste Domäne setzt sich aus 58 AS zusammen. Es wird angenommen, 

dass die Serin-reiche Sequenz als Spacer Region zwischen der EGF-Domäne 

und der Plasma Membran wirkt [Russel et al. 1984]. Die mit ihr O-glykosidisch 

verbundenen Zucker könnten die proteolytische Spaltung von dem 

extrazellulären 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].  

 

Abbildung 6: Der LDL Rezeptor [http://upload.wikimedia.org/wikiversity/en/c/c1/LDL_receptor.jpg Stand: 
11.01.2014] 

 

Die Transmembrandomäne besteht aus ca. 25 AS und enthält einen großen 

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 

enthält 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 enthält sie ein Glycin an der Position 823, welches 

für die richtige Positionierung des Rezeptors in der Membran benötigt wird 

[Koivisto et al. 2001].  
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PCSK9 ist eine Protease, welche spezifisch an die extrazelluläre EGF-Domäne 

des LDL Rezeptors bindet und nach dessen Aufnahme in die Zelle zu seinem 

Abbau führt [Zhang et al. 2007]. Gain-of-function Mutationen in diesem Gen 

führen zu erhöhten 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 für die 

Funktion des Ablaufes notwendig [Horten et al. 2007, Li et al. 2007].  

Der Rezeptor dissoziiert während 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 über sogenannte Sterol 

Regulatory Binding Elements (SREBPs). 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 genügend 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].  Für diese Aktivierung notwendig ist das 

gleichzeitige Binden des Transkriptionsfaktors Sp1 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 

über SREBP-2 aktiviert, was sich in Experimenten an Mäusen gezeigt hat 

[Shimano et al.1997, Maxwell 2003].  

 

Der Einfluss bestimmter Schilddrüsenhormone: 

 

Das Schilddrüsenhormon T3 kann den menschlichen LDLR-Promotor aktivieren 

[Ness et al. 1995], höchstwahrscheinlich über das  TRE (Thyroid Responsive 

Element) -678 bis -160 Basenpaare vor dem Transskriptionsstartpunkt des 

LDLR Gens [Bakker et al. 1998].  

Auch SREBP-2 wird über Schilddrüsenhormone reguliert, besitzt es doch eine 

Bindungsstelle für 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 erhöhter Aufnahme  und Abbau von LDL in Fibroblasten nach der 

Zugabe von T3 [Chait et al. 1979] überein. 

 

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 für 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 Familiärer 

Hypercholesterinämie. 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-

Domäne besitzt, und ein anderes mit Clathrin assoziiertes Protein in der 

Abwesenheit von LDLRAP1 dessen Aufgabe übernehmen [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 Aminosäuren. Nach seinem aus 40 

Aminosäuren bestehenden N-Terminus folgt eine Phosphotyrosin-bindende 

Domäne (PTB-Domäne) [Garcia et al. 2001] Die PTB-Domäne 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-Domäne des LDLRAP1 [Dvira et al. 2012] 
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Abbildung 7 zeigt die PDB-Domäne des LDLRAP1 assoziiert mit dem 

cytoplasmatischen Schwanz des LDL Rezeptors. Die β-Faltblätter des 

LDLRAP1 sind als gelbe und grüne Pfeile dargestellt, die α-Helices in rot. Der 

Teil des LDL Rezeptors ist in Cyanblau dargestellt, das Tyrosin des 

Bindemotivs in Gelb. Die aufgebauten Wasserstoffbrücken zwischen LDLR und 

LDRAP sind als gepunktete Linien sichtbar.  [Dvira et al. 2012] 

 

Des Weiteren enthält LDLRAP1 eine Clathrin-Box Konsensus Sequenz. Die 

hohe Affinität 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. Zusammenhänge zwischen Epigenetik und dem Auftreten von 

kardiovaskulären Erkrankungen:  

 

Epigenetik und kardiovaskuläre Erkrankungen: 

 

Experimentelle Tiermodelle haben gezeigt, dass die DNA-Methylierung eine 

wichtige Rolle in der Ausbildung von Arteriosklerose und kardiovaskulärer 

Erkrankungen spielt. Mäuse mit Defekten in Genen, welche für die 

methylierenden Enzyme codieren, wie beispielsweise DNMTs, zeigen 

Hypomethylierung ihrer DNA und erhöhte Expression der inflammatorischen 

Mediatoren in Leukocyten [Makar und Wilson 2004].  Mäuse ohne 

funktionierende Methylentetrahydrofolat-Reduktase zeigen nachfolgend der 

Hypomethylierung eine Ausbildung von Schaumzellen [Chen et al. 2001]. 

Knockout von ApoE führt zu Anfälligkeit für Arteriosklerose und typischen DNA-

Methylierungsmustern, bevor sich vaskuläre Läsionen 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 zuständig für 

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 für kardiovaskuläre 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 kürzlich mit DNA-Methylierung in 

Zusammenhang gebracht werden.  

IGF2, eine der am besten charakterisierten epigenetischen Stellen, ist ein Gen, 

welches für einen Wachstumsfaktor kodiert, der essentiell für 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 fötalen 

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 für 

das Protein ATP-binding membrane cassette transporter A1 kodiert.  ABCA1 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 pränatal 

der 1944-1945 herrschenden Hungersnot in Dänemark ausgesetzt waren, 

zeigen langfristige Veränderungen 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 erhöhter Grad an Methylierung festgestellt 

werden [Tobi et al. 2009].  

Diese Ergebnisse wurden bestätigt, indem der erhöhte Methylierungsgrad in 

dieser Region mit einer verkleinerten HDL-Partikelgröße und niedrigeren HDL-

Cholesterin in Zusammenhang gebracht werden konnte. Die Resultate lassen 

auf eine Repression der Regulierung durch die DNA-Methylierung in der 

Promotorregion schließen [Guay et al. 2012].  

Auch das Gen TNNT1 zeigte positive Korrelationen mit der durchschnittlichen 

HDL-Partikelgröße, und den Expressionslevel an HDL-Phospholipid, Apo A-I, 

HDL-Cholesterin und TNNT1. Diese Ergebnisse weisen auf Epigenom-weite 

Varianzen als Ursache für individuelle Schwankungen des HDL-Metabolismus 

hin [Talens et al. 2012]. 

Eine weitere Studie der Gruppe Guay et al. beschäftigte sich ebenfalls mit dem 

Zusammenhang zwischen Blutlipidleveln und DNA-Methylierung der jeweiligen 

Gene. Es wurden Auffälligkeiten 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 

kardiovaskulären Erkrankungen, hohen HDL-C Spiegeln [Inazu et al. 1994], 

niedrigen Triglyceridkonzentrationen in HDL [Kuivenhoven et al. 1998] und 

großen HDL-Partikeln assoziiert [Arai et al. 2003].  

LPL katalysiert die Hydrolyse der Triglyceride von VLDL und Chylomicronen, 

wodurch Phospholipid-reiche Remnants entstehen, deren Lipide für die Bildung 

des HDL verwendet werden [Eisenberg 1984]. Erniedrigtes LPL kommt 

zusammen mit niedrigen Konzentrationen an HDL-Cholesterin, 

Hypertriglycerinämie [Julien et al. 1998] und einem hohen Risiko für 

kardiovaskuläre Erkrankungen vor [van Bockxmeer et al. 2001]. 

Die Studie stellte eine Korrelation des Methylierungsgrades der Promotorregion 

von CETP und LPL mit den obigen HDL-Phänotypen fest.  
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Außerdem 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 Familiärer Hypercholesterinämie, 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, Variabilität der DNA-Methylierung existiert, und ob 

diese Epipolymorphismen die Unterschiede der Blutlipidwerte von Patienten mit 

der gleichen FH-auslösenden Mutation erklären könnten [Guay et al. 2013]. 

 

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 Männern mit Familiärer 

Hypercholesterinämie 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 

Variabilität an DNA-Methylierung [Guay et al. 2013].  
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Der Vollständigkeit halber sollte auch die Studie von Zhi et al. 2007 erwähnt 

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 durchschnittlich ca. 25% der CpG Inseln methyliert, bei der 

Kontrollgruppe etwa 4 % [Zhi et al. 2007]. Die Arbeitsgruppe Guay et al. sieht 

die kleine Probenanzahl, unterschiedlichen Methoden und mögliche 

Unterschiede in der Auswahl der zu analysierenden CpG Inseln als Gründe für 

diese gegensätzlichen Ergebnisse. Die fehlenden Varianzen der Methylierung 

des LDLR Promotors bei Patienten mit Familiärer Hypercholesterinämie 

könnten auch durch deren Notwendigkeit, die extremen LDL-Cholesterinspiegel 

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

 

3. Durchführung: 

 

3.1. Studiendesign:  

 

Die Studie wurde durchgeführt 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 männlichen 

PatientInnen verwendet.  

Als Probenmaterial wurde Restblut verwendet, welches den PatientInnen für 

klinisch notwendige Standard Bluttests abgenommen wurde. Die sogenannten 

Guthrie-Karten sind eine günstige 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. PatientInnenkollektiv: 

 

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 über der 99,5. Perzentile) [KiGGS, Kromeyer-

Hauschild et al. 2001]  wurde Proben von 7 PatientInnen mit Familiärer 

Hypercholesterinämie untersucht. 

In der Gruppe der PatientInnen mit Familiärer Hypercholesterinämie wurde 

zwischen PatientInnen mit diagnostizierter und bereits behandelter Familiärer 

Hypercholesterinämie 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 

Familiärer Hypercholesterinämie erhalten hatten, diese Tipps auch in ihrem 

Lebensstil umgesetzt haben.  

 

3.3. Genetik 

 

Nachdem alleine auf dem LDL Rezeptor Gen derzeit über 1100 Mutationen 

bekannt sind, welche Familiäre Hypercholesterinämie auslösen [Leigh et al. 

2008], wurde, wenn möglich, auch Augenmerk auf die Genetik der PatientInnen 

gelegt, um eventuelle Einflüsse der veränderten Gensequenz auf die 

Polymerasekettenreaktion und die Schmelztemperatur des Amplikons 

ausschließen zu können.  
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Tabelle 1: PatientInnen Parameter 

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 
[Jahre] 

6 5 13 10 10 17 3 17 3 8 8 5 6 10 

BMI  
[kg/m2] 

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 

Perzentile 
[%] 

>P50 >P25 >P50 >P90 >P75 >P50 >P50 >P99,5 >P99,5 >P99,5 >P99,5 >P99,5 >P25 >P50 

Gesamtcholesterin 
[mg/dl] 

246 224 231 239 212 269 287 196 158 183 197 134 104 131 

Triglyceride 
[mg/dl] 

91 65 97 256 n.v. 92 87 43 114 120 221 79 84 124 

HDL 
[mg/dl] 

50 56 55 34 66 77 60 66 33 41 41 38 n.v. n.v. 

LDL 
[mg/dl] 

178 155 157 154 130 174 210 121 102 118 111 80 n.v. n.v. 

Mutation  LDLR 
Exon 
17 
 

LDLR  
Exon 10  
(2483 A>G) 

n.v. LDLR 
Exon 9 

LDLR 
 

n.v. LDLR 
 

       

Medikamentierung Simva-
statin 
5 mg 
1x1 

Krestor     
 
5 mg 
 1x1 

- Simva-
statin 
5 mg 
1x1 

Ecetrol 
10 mg 1x1 
Simva-
statin 
10 mg 1x1 

- Simva-
statin 
5 mg 
1x1 

       

Erstvorstellung Nein  Nein Ja Nein Nein Ja Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein 
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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 für 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 Familiären 

Hypercholesterinämie um ein außergewöhnlich gut untersuchtes Gen/Protein 

mit weitgehend bekannten molekularen Abläufen [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 außergewöhnliche 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 LDLRAP1. Zusätzlich 

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 

über 50% definiert.  

 

Am LDL Rezeptor 

 

Das LDLR Gen des Menschen ist ca. 44,45 kb groß 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].  

 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr19:11200036-11244505&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
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Abbildung 9: CpG Inseln des LDL-Rezeptors  [erstellt in http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/] 

 

 

 

Auf dem Gen finden sich 38 CpG Inseln, wobei die dichteste Insel (rot) direkt 

mit der Promotorregion des Gens überlappt. 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 

enthält insgesamt 9 CpG sites [EPD, DBCAT]. 

 

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 LDLR P1 L1 

 

Das Amplikon links des Transkriptionsstartpunktes erstreckt sich über 100 bp 

von Position 1199969 bis 11200069.  Es enthält 5 CpG sites. Die Sequenz 

erfasst drei direct repeats/GC-Boxen die als SP1-Bindungsstelle fungieren 

[Südhof et al. 1987]. 
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Abbildung 11: LDLR P1 L1 

 

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 über 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. 

 

Abbildung 12: LDLR P2 
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Primer Oligosequenz (5‘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 über 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. 

 

 

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 enthält 11 CpG 

Inseln wobei sich die erste, die Promotorregion umfassende Insel, deutlich in 

Größe 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 über 194 bp von Position 25870041 bis Position 25870235 

und enthält 32 CpG sites.  [EPD, DBCAT]. 

 

Abbildung 15: LDLRAP1 
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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 durchgeführt. 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 durchgeführt.  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 abläuft [Tanaka et al. 2007]. Nach dem Umwandlungsschritt, 

durchgeführt 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® HRMTM PCR“ von 

Qiagen anhand Angaben des Herstellers durchgeführt. Zusätzlich wurde eine 

Touchdown PCR durchgeführt. Dabei wird die Temperatur der ersten 10 bis 15 

Zyklen im  Annealing Schritt, ausgehend von einigen Grad Celsius über der  

Schmelztemperatur der jeweiligen Primer, pro Zyklus um 0,5 Grad Celsius 

gesenkt. Dies erhöht die Spezifität der Amplifikation [Don et al. 1991].  

 

Die HRM Analyse wird ebenfalls im „Rotagen 6000“ direkt im Anschluss an die 

Amplifikation durchgeführt, wobei die Temperatur wie vom Hersteller 

angegeben von 65 auf 95 Grad Celsius in Schritten von 0,1 Grad Celsius erhöht 

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 

einzelsträngiger DNA, bindet jedoch an doppelsträngige DNA und fluoresziert 

im gebundenen Zustand bei 530nm. Dadurch ist es einerseits möglich die 

Steigerung der DNA Konzentration während der Amplifikation zu messen, 

andererseits lässt sich auch der Zeitpunkt des Übergangs von doppel-   zu 

einzelsträngiger DNA während der HRM beobachten.  

Durch Verwendung einer HotStart Polymerase (HotStarTaq Plus DNA 

Polymerase) wird wiederum die Spezifität der PCR erhöht [Qiagen EpiTect® 

HRMTM PCR Handbook]. 

 

Neben den Proben wurden pro Lauf je eine Negativkontrolle (H2O statt 

Template) und 3 Positivkontrollen durchgeführt. 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 Rückschluss auf 

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

überprüft werden.  

 

Primer Design: 

 

Da die DNA nach der Bisulfitbehandlung nicht mehr komplementär ist, werden 

die Primer so erstellt, dass nur der für das Gen codierende Strang amplifiziert 

wird. Das wird erreicht, indem der linke Primer komplementär zum codierenden 

Strang ist. Der rechte Primer entspricht dem Abschnitt am codierenden Strang, 

das heißt er kann erst nach dem ersten Zyklus der PCR an den neu 

entstandenen Strang binden.  

 

Die Primer für die HRM PCR wurden mit dem Programm „MethPrimer“ designt. 

„MethPrimer“ wurde eigens für 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 

Spezifiät der Primer zu überprüfen wurde eine „MegaBLAST“-Suche in der 

NCBI Datenbank durchgeführt. Dies ist notwendig, da die Bisulfitbehandlung die 

Komplexität der DNA Sequenz stark verringert [Brandes et al. 2007]. Zum 

Ausschluss von  Sekundärstrukturbildung wurde das Programm „OligoCalc“ 

verwendet [Kibbe 2007].  

 

Parameter für 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® HRMTM PCR Handbook] 
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Methylation Independent Primer (MIP): 

 

Methylation Independent Primer werden so designt, dass die Amplifikation der 

bisulfitbehandelten DNA unabhängig von ihrem Methylierungsstatus stattfinden 

kann. Das bedeutet, dass die Primer an Regionen binden, welche möglichst 

keine CpG sites enthalten, aber eine gleichmäßig mit Cytosinen durchwachsen 

sind. Dies garantiert die Amplifikation von erfolgreich Bisulfit-behandelter DNA 

[Clark et al. 2007]. 

 

Methylation Specific Primer (MSP): 

 

MSP Primer wurden für die Untersuchung der Promotorregion des LDLRAP1 

designt, da es, aufgrund der hohen Dichte von CpG sites an dieser Stelle nicht 

möglich 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 rückgeschlossen werden 

[Herman et al. 1996].  

 

Agarose-Gelelektrophorese: 

 

Um die Ergebnisse der HRM Analyse zu validieren, wurde eine 

Gelelektrophorese und stichprobenartig Sequenzierungen einzelner Proben 

durchgeführt. Die Gelelektrophorese dient dem Größenabgleich der 

amplifizierten Produkte mit der erwünschten Region. Außerdem kann 

semiquantitativ auf die Produktivität der PCR rückgeschlossen werden.  

Zur Auftrennung der DNA Fragmente wurde ein 2 % Agarosegel in TAE Puffer 

hergestellt. Für die Färbung eines Gels bestehend aus 1,6 g Agarose 

(Electrophoresis Grade, Invitrogen) und 80 ml 1x konzentriertem TAE Puffer 
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wurden 8 µl „GelRed Nucleic Acid Stain“ (Biotium) verwendet.  Zur Färbung und 

Beschwerung von 10 µl der amplifizierten Proben-DNA wurden 2 µl 5 x 

konzentrierte Loading Dye (Qiagen) zugesetzt. Als Vergleich wurde die „100bp 

Ladder“  von Invitrogen eingesetzt (2µl Ladder+ 2µl loading dye + 6 µl RNase 

freies H20). 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) 

durchgeführt und mit dem Programm Chromas (Technelysium Pty Ltd.) 

analysiert.  

 

4. Ergebnisse: 

 

4.1. Locus LDLR P1 R1 

 

 

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 Übergang von doppelsträngiger zu einzelsträngiger DNA 

bei ca. 79,2° Celsius. Der Schmelzpunkt der komplett methylierten Kontroll-

DNA liegt bei ca. 81,8°Celsius.  

 

.Agarose-Gelelektrophorese 

 

 

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 

überein. 

 

Sequenzierung: 

 

Die Sequenzierung bestätigt 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 Familiärer 
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Hypercholesterinämie, morbider Adipositas und der gesunden Kontrollgruppe 

zu sehen. 

 

4.2. Locus LDLR P1 L1 

 

 

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. Ihr Schmelzpunkt liegt 

bei 73,9°Celsius, wohingegen der Schmelzpunkt der vollmethylierten 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 Länge des 

erwünschten Abschnittes.  

 

Sequenzierung: 

 

Auf Grund der schlechten Amplifikation konnte keine Sequenzierung 

durchgeführt 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 

durchführbaren Sequenzierung sind diese Ergebnisse aber nicht validiert.  

 

4.3. Locus LDLR P2 

 

 

Abbildung 20: HRM Analyse des LDLR P2 

 

Die Sequenz LDLR P2 zeigt bei allen Proben einheitliche Schmelzkurven. 

Während 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 : 

 

 

Abbildung 21: Agarose-Gelelektrophorese des LDLR P2 

 

Das Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese bestätigt die spezifische 

Amplifikation des erwünschten DNA-Abschnittes mit 139 bp. 

 

Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung bestätigt 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.  

 

 

 



44 
 

4.4. Locus LDLR P3 

 

 

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: 

 

 

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

zur Länge des erwünschten Abschnittes von 184 bp passt.  

 

Sequenzierung: 

 

Die Sequenzierungen konnten die Ergebnisse der HRM bestätigen, alle 10 

überprüften 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.  

 

4.5. Locus LDLRAP1: 

 

 

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

 

Wie in Abbildung 24 und Abbildung 25ersichtlich, war die HRM Analyse sowohl 

mit den Primerpaaren mit spezifischen Primern für unmethylierte als auch 

methylierte DNA nicht erfolgreich. 

Bei Verwendung der Primer für einen vollmethylierten DNA-Abschnitt zeigt wie 

erwartet die methylierte Kontroll-DNA einen klaren Peak bei ca. 89,2°C. Die 

Proben variieren unabhängig der Gruppe zwischen keinerlei Ausschlag oder 

ähnlich der Schmelzkurven und dem Schmelzpunkt der unmethylierten Kontroll-

DNA und der unmethylierten unkonvertierten Kontroll-DNA, deren 

Mehrfachpeaks auf eine unspezifische Amplifikation schließen lassen.  

Bei Verwendung der Primer für eine vollständig 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 für die nicht komplementäre DNA nach der 

Bisulfitbehandlung auf ein Funktionieren des linken Primer und auf eine  

partielle/unspezifische Bindung des rechten Primer an die erwünschten DNA 

Sequenzen schließen. Daher wurde die HRM PCR mit spezifischem Primer für 
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unmethylierte DNA auf der linken Seite und mit spezifischem Primer für 

methylierte DNA auf der rechten Seite der LDLR AP1 Sequenz wiederholt.  

 

 

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

Bei Verwendung der Kombination von Primern für 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 lässt darauf 

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

 

 

Abbildung 27: Agarose-Gelelektrophorse des LDLRAP1 

 

Abbildung 27 zeigt das Ergebnis der Agarosegelelektrophorese für die Sequenz 

LDLRAP1. Die Amplifikation des Produktes mit linken Primer spezifisch für 

unmethylierte DNA und rechtem Primer spezifisch für methylierte DNA zeigt in 

der Elektrophorese eine einheitliche Lage bei ca. 200 bp. Bei Primern für 

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 

überprüfen. Diese 15 CpG-sites waren in allen Proben unmethyliert, jedoch 

bricht die Sequenzierung bei etwa der Hälfte des Abschnitts durch immer 

schwächer werdende Signale ab.  Die Schwierigkeiten bei der  Sequenzierung 

könnten eventuell aufgrund der schlechten Bindung des rechten Primer und der 

daraus folgenden ungleichen Verlängerungen während der Amplifikation 

entstanden sein, und könnten durch Neu-Design des Primers gelöst 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 vollständig 

bestätigt werden.  

 

5. Diskussion: 

 

Bei den untersuchten Genen konnten keine 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 gänzlich unmethyliert, wohingegen 

die Loci im Zentrum des Gens in der Nähe des Exons 8 und 10 gänzlich 

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 über.  

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 LDLRP3, 

obwohl sie strukturell regulatorische Elemente besitzen, höchstwahrscheinlich 
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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 Familiärer Hypercholesterinämie auffallenden 

diagnostischen Lücke.  Andere epigenetische Mechanismen, die in diesen 

Genregionen wirken  wie Histonmodifikationen oder die Regulation über nicht-

kodierende RNA, können durch die Untersuchungen nicht ausgeschlossen 

werden. Histonmodifaktionen sind jedoch unwahrscheinlich, da diese eine 

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

 

Durch die in allen untersuchten Regionen und Proben nicht vorhandenen 

Varianzen im Methylierungsstatus können einige Rückschlüsse 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 keinen Einfluss auf den 

Methylierungsstatus der PatientInnen auszuüben. 

Besonders interessant ist das bei dem Faktor der Medikamentierung, wurde 

doch erst kürzlich 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 hauptsächlich 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 würde bei FH-PatientInnen aufgrund deren 

extremer LDL Spiegel keine Varianzen zeigen, abgeschwächt werden. Jedoch 

muss auch erwähnt werden, dass die Blutlipidewerte der PatientInnen mit 

morbider Adipositas zwar im Normbereich liegen, ihr Gewicht aber einen ersten 
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Grundstein für das Metabolische Syndrom legt, welches mit erhöhten 

Blutlipidwerten und somit höherem Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen 

einhergeht [Rohla und Weiss 2013]. Daher könnte die fehlenden Varianzen bei 

den morbid-adipösen PatientInnen der Kontrollgruppe ebenfalls dadurch erklärt 

werden, dass bereits epigenetische Mechanismen eingesetzt haben, welche 

gegen eine Erhöhung der LDL-Cholesterinspiegel ankämpfen.  Dies trifft nicht 

auf die, ebenfalls in der Kontrollgruppe enthaltenen, beiden  gesunden 

PatientInnen zu. Deren Kollektiv ist aber zu klein, um sinnvoll argumentieren zu 

können.  

Ein weiterer Grund für die fehlenden Varianzen in allen Bereichen könnte das 

verwendete Probenmaterial sein.  Obwohl Blut für diverse epigenetische 

Untersuchungen verwendet wird und auch als Surrogatmaterial für 

epigenetische Untersuchungen in manchen Genen vorgeschlagen wurde [Guay 

et al. 2013], können gewebsspezifische Unterschiede in der epigenetischen 

Regulation inklusive der DNA-Methylierung nicht ausgeschlossen werden, vor 

allem, da der LDL-Rezeptor hauptsächlich 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. überein, welche eine überschneidende 

Region bei erwachsenen Männern mit Familiärer Hypercholesterinämie 

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 Familiärer 

Hypercholesterinämie festzustellen.  

Vergleiche des DNA-Methylierungsstatus der anderen, in dieser Arbeit 

untersuchten Regionen des LDL-Rezeptors und des LDLRAP1 Gens, sind nicht 

möglich, 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 könnte jedoch spekuliert werden, 

dass die epigenetische Regulation durch DNA-Methylierung bei Kindern mit 
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Familiärer Hypercholesterinämie sich nicht von der von Erwachsenen 

unterscheidet. 

  

Obwohl die kausalen Zusammenhänge der epigenetischen Regulation noch 

nicht vollständig geklärt sind, lassen die Ergebnisse der Untersuchung einen 

eindeutigen Schluss zu. Die Hypomethylierung der Promotorregionen der 

untersuchten Gene schließt 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, schließt das keinesfalls eine 

Beteiligung der Epigenetik an den unerklärten Varianzen, was Lipoproteinlevel 

und Vorkommen von kardiovaskulären Erkrankungen bei Familiärer 

Hypercholesterinämie betrifft, aus.  

Es wäre in Zukunft durchaus sinnvoll andere Gene, deren epigenetische 

Regulation möglicherweise Auslöser für diese diagnostische Lücke darstellt, zu 

untersuchen. Beispiele dafür wären die beiden anderen Key-Player der 

Familiären Hypercholesterinämie PCSK9 und ApoB100, aber auch das CETP 

Gen könnte aufgrund seiner Beteiligung im LDL Stoffwechsel eine Rolle 

spielen.  
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9. Anhang 

9.1. Sequenzierungen 

 

LDLR P1 R1: Sequenzierung- Teil 1 
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LDLR P1 R1- Sequenzierung: Teil 2 
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LDLR P2- Sequenzierung: 
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LDLR P3- Sequenzierung:
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LDLRAP 1 P1 - Sequenzierung 
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9.2. Liste der verwendeten Kits und Chemikalien 

 

 

 

Produkt Firma 

 

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen 

EpiTect Bisulfite Kit Qiagen 

EpiTect HRM P CR Kit Qiagen 

EpiTect PCR Control DNA Set (100) Qiagen 

 

5 x Loading Dye Qiagen 

RNase free water Merck 

Ethanol Merck 

Agarose, Electrophoresis Grade Invitrogen TM  life technologies USA 

100bp DNA Ladder Invitrogen TM  life technologies USA 

50xTAE, Tris/Acetic Acid/EDTA Buffer Bio-Rad Laboratories Inc. Germany 

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 

10000x in water 

Biotium Inc. USA 

Primer VBC Genomics 

 


