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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Atherosklerose und Koronare Herzkrankheit

1.1.1 Bedeutung der Atherosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen als Folge von Atherosklerose sind die Haupttodesur-
sache in der westlichen Welt (World Health Organization, 2004). Zu ihnen z&hlen
die koronare Herzkrankheit (KHK) und die periphere arterielle Verschlusskrankheit
(PAVK) sowie cerebrale und viszerale Durchblutungsstérungen. In Deutschland
starben 2009 356.462 Menschen an Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems
(knapp 42% der Todesfalle). Da es sich hierbei v.a. um Erkrankungen alterer Men-
schen handelt, waren bedingt durch die héhere Lebenserwartung von Frauen rund
58% der Betroffenen weiblich. 60.153 Menschen starben durch einen akuten Myo-
kardinfarkt, hierbei handelte es sich in ca. 56% der Félle um Manner und nur in 44%
um Frauen (Statistisches Bundesamt, 2009).

1.1.2 Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit

Die Bedeutung fir und der Einfluss verschiedener Risikofaktoren auf die Entstehung
der Atherosklerose und besonders der KHK wurde in zahlreichen epidemiologischen
Langzeit-Studien untersucht.

Fdr die vermutlich bedeutendste Studie in diesem Zusammenhang, die Framing-
ham-Studie, wurden in der amerikanischen Kleinstadt Framingham 1948 tber 5000
Manner und Frauen im Alter zwischen 32 und 60 Jahren rekrutiert, die bis heute
kontinuierlich gesundheitlich Gberwacht werden (Dawber et al., 1951). 1971 und
2002 wurden zahlreiche Kinder und Enkel der urspringlichen Kohorte ebenfalls in
die Studie aufgenommen.

1979 wurde in Deutschland ein &hnliches Projekt gestartet, die multizentrische
PROCAM-Studie (Prospective Cardiovascular Minster-Studie), in die bis heute tber
50.000 Menschen aus der Umgebung um Munster eingeschlossen wurden. Eine
weitere groBangelegte Studie mit deutschen Teilnehmern zu dieser Fragestellung ist
das WHO MONICA Projekt in der Region um Augsburg (Hense et al., 2003).

Aus den Daten dieser und anderer Studien lassen sich folgende Risikofaktoren ab-
leiten, die in nicht-beeinflussbare und beeinflussbare Risikofaktoren unterteilt wer-
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den kdnnen (Castelli et al., 1986; Assmann et al., 1997; Grundy et al., 1998; Grundy
et al., 2000; Yusuf et al., 2004):

Nicht beeinflussbare Risikofaktoren:

familiare Disposition
Lebensalter

mannliches Geschlecht

Etablierte beeinflussbare Risikofaktoren:

erhdhtes Gesamt-Cholesterin, erhéhtes LDL-Cholesterin
erniedrigtes HDL-Cholesterin

erhdhte Triglyzeride

arterielle Hypertonie

Rauchen

Diabetes mellitus

Weitere potenzielle Risikofaktoren, deren Bedeutung derzeit weiter untersucht wird:

Adipositas

hoher Lipoprotein (a)- Plasmaspiegel
genetische Polymorphismen
psychosoziale Faktoren
Alkoholkonsum

Ern&hrung

koérperliche Inaktivitat
Hyperhomocysteindmie
Hyperfibrinogenamie

Fibrinogen, CRP

Menopause

Durch Kombination verschiedener Risikofaktoren miteinander wird das Risiko zu-

satzlich erhéht, zum Teil potenzieren sich die Faktoren. Besonders bei den zuletzt

genannte Risikofaktoren wird zur Zeit weiter untersucht, in wie weit sie als unab-

hangige Risikofaktoren zu werten sind beziehungsweise einfach zur Potenzierung

der beschriebenen Hauptfaktoren beitragen (Grundy et al., 2000).
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1.1.3 Triglyzeride als eigenstandiger Risikofaktor

Wahrend erhdhte Cholesterinspiegel aufgrund der eindeutigen Studiendatenlage
seit langer Zeit als unabhangige Risikofaktoren fur Koronare Herzerkrankungen ak-
zeptiert sind und insbesondere die Rolle des LDL-Cholesterins in der Pathogenese
der Atherosklerose gut untersucht ist (s. dazu 1.1.4), gibt es Uber die Bedeutung von
Triglyzeriden als unabhangige Risikofaktoren geteilte Meinungen. Zahlreiche epi-
demiologische Studien haben jedoch auch einen Zusammenhang zwischen sowohl
Nlchtern- als auch Nicht-Nuchtern-Triglyzeridwerten und dem Risiko fir kardio-
vaskulare Erkrankungen gezeigt (Austin, 1991; Kannel und Vasan, 2009). Erhéhte
Triglyzeride sind Uber verschiedene pathophysiologische Mechanismen haufig mit
Veranderungen im restlichen Lipidprofil wie einem erh6htem LDL-Cholesterin oder
erniedrigtem HDL assoziiert (Austin et al., 1990) und beeinflussen damit unbestritte-
ne Risikofaktoren.

Einige durchgeflihrte epidemiologische Studien konnten zudem zeigen, dass erh6h-
te Triglyzeridspiegel einen unabhéngigen Risikofaktor zumindest fir einige Sub-
gruppen ihres Kollektivs darstellen (Castelli, 1992; Assmann et al., 1996; Jeppesen
et al., 1998). In anderen Kollektiven ist dieser Einfluss nach Verrechnung mit ande-
ren Risikofaktoren jedoch nicht nachweisbar (Criqui et al., 1993; Menotti et al., 1994;
Iso et al., 2001).

Daneben gibt es unbestritten Krankheiten, die sich durch deutlich erhéhte Triglyze-
ride auszeichnen und mit einem stark erhdhten Atherosklerose-Risiko einhergehen,
wie z.B. die Typ IlI-Hyperlipiddmie nach Fredrickson (Utermann et al., 1977; Mahley
et al., 1999).

1.1.4 Pathogenese der Atherosklerose und Einfluss der
Triglyzeride

Definition und Einteilung der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist charakterisiert durch eine variable Kombination von Intimave-
randerungen, bestehend aus fokaler Akkumulation von Lipiden, komplexen Kohlen-
hydraten, Blut und Blutbestandteilen, fibrésem Gewebe sowie Kalzium-
Ablagerungen, und Veranderungen der Media groBer und mittlerer Arterien (World
Health Organization, 1958). Pathophysiologisch handelt es sich dabei um ein kom-
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plexes Zusammenspiel von Endothelzellen, Monozyten, T-Lymphozyten, glatten
Muskelzellen, Thrombozyten, LDL-Partikeln, Zytokinen, Chemokinen, Entzin-
dungsmediatoren u.v.m. (Ross, 1993; Libby, 2000; Libby, 2002).

Pathophysiologische Mechanismen

Die "Response-to-injury" Hypothese besagt, dass bestimmte Risikofaktoren (s. 0.)
zu einer endothelialen Dysfunktion fiihren (Ross und Glomset, 1976a; Ross und
Glomset, 1976b; Ross, 1986). An diesen Stellen gelangen LDL-Partikel abhangig
von ihrem Plasmaspiegel durch das Endothel in den subendothelialen Raum
(Goldstein und Brown, 1977), wo sie chemischen Veranderungen wie z.B. Oxidie-
rungen unterliegen (Steinbrecher et al., 1984), die toxisch auf die umgebenden Zel-
len wirken kdnnen (Hessler et al., 1983), daneben sind auch zahlreiche nicht-
oxidative chemisch-enzymatische Modifikationen beschrieben (Klouche et al.,
2000). Die Bedeutung dieser Entzindungsreaktion in der Entwicklung der Athe-
rosklerose wird zunehmend deutlicher (Libby, 2002; Libby et al., 2009).
Entzindungsmediatoren wie IL-13 oder TNF-a tragen zur Ausbildung von Adhasi-
onsmolekilen fir Monozyten, wie z.B. VCAM-1, P- und E-Selektin, auf Endothelzel-
len bei (Dong et al., 1998; Collins und Cybulsky, 2001). Verschiedene Chemokine,
unter ihnen Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Gu et al., 1998), IFN-
induziertes-T-Cell- a -Chemoattractant (I-TAC) (Mach et al., 1999) sowie Eotaxin
(Haley et al., 2000) fihren zur Ansammlung von Monozyten und T-Lymphozyten in
pradisponierten Bereichen. Monozyten differenzieren sich in der Intima zu
Makrophagen und nehmen Uber Scavenger-Rezeptoren unkontrolliert modifiziertes
LDL auf (Krieger und Herz, 1994; Stary, 1995). Es entstehen Schaumzellen, ein
Hauptcharakteristikum der atherosklerotischen Plaques. Von den T-Lymphozyten
ausgeschuttete Zytokine verstarken die Entzindungsreaktion, es entstehen "fatty-
streaks".

Wachstumsfaktoren wie Plateled-Derived-Growth-Facter PDGF regen glatte Mus-
kelzellen der Media zum Wachstum und zur Migration in die Intima an (Ross, 1993).
Dort bilden sie Kollagenfasern, die sich zusammen mit den dort befindlichen Zellen
zu der fibrésen Kappe des Plaques entwickeln. Unterhalb der Kappe befindet sich
ein Kern aus abgestorbenen Schaumzellen und frei gesetzten Lipiden.

Waéhrend man friher davon ausging, dass es durch kontinuierliches Plaque-
Wachstum zu Stenosierung der GefaBe bis zum Verschluss und damit zu Durchblu-
tungsstérungen bis hin zum Infarkt kommt, setzt sich heute zunehmend die Er-
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kenntnis durch, dass die meisten Stenosen und Verschlisse durch plétzliche Pla-
que-Rupturen zustande kommen (Libby, 2002).

Besonders gefahrdet sind dabei Plaques mit einer verdinnten fibrésen Kappe, ei-
nem groBen Lipidpool und vielen Makrophagen. Entzindungsmediatoren wie IFN-y
kénnen die Stabilitéat des Plaques beeintrachtigen und damit eine Ruptur erleichtern
(Amento et al., 1991; Libby, 2009). Durch Ruptur der fibrésen Kappe kommt es zur
Freilegung der Schaumzellen, die unter anderem Tissue-Factor auf ihrer Oberflache
prasentieren, so dass es bei Kontakt mit Thrombozyten zur Thrombosierung und
zum GefaBverschluss kommt. Nach Auflésung des Thrombus (natirlich oder durch
Medikamente) kommt es zum Heilungsprozess, die fibrose Kappe verschlieBt sich
wieder, durch Narbenbildung wird der Plaque allerdings haufig gréBer als zuvor.

Triglyzeride und Atherosklerose

Uber die Beeinflussung etablierter unabhangiger Risikofaktoren, v.a. des LDL-
Cholesterins, hinaus kénnen Triglyzeridreiche Lipoproteine (TRL) tber verschiedene
pathophysiologische Mechanismen direkt zur Entstehung der Atherosklerose beitra-
gen. Unter dem Begriff TRL werden folgende Lipoproteine zusammengefasst: VLDL
und Chylomikronen sowie ihre jeweiligen Remnants (Remnant lipoproteins, RLP),
die bei der Triglyzerid-Hydrolyse durch die Lipoproteinlipase entstehen (Fujioka und
Ishikawa, 2009; Kannel und Vasan, 2009). Besonders atherogen scheinen dabei die
RLPs zu wirken (Kawakami et al., 2001)

TRL koénnen wie LDL-Partikel die Arterienwand durchdringen und werden in
menschlichen atherosklerotischen Plaques gefunden (Rapp et al., 1994). Sie schei-
nen u.a. mitbeteiligt zu sein an der endothelialen Dysfunktion (Kugiyama et al.,
1998) und Apoptose von Endothelzellen (Kawasaki et al., 2000; Hufnagel et al.,
2005), sowie der Proliferation glatter Muskelzellen (Kawakami et al., 2003). Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit werden hier nur beispielhaft einige Mechanismen
aufgezeigt: In vitro fihren sie zu erhéhter Expression verschiedener an der Patho-
genese der Atherosklerose beteiligter Molekiile wie MCP-1 (Maeno et al., 2000;
Domoto et al., 2003), VCAM-1 (Doi et al., 2000), Tissue-Factor (Doi et al., 2000), IL-
1B (Okumura et al., 2006) und CD40 (Kamemura et al., 2006).

All diese und noch viele weitere Pathomechanismen sind zur Zeit Gegendstand in-
tensiver Forschung, mit dem Ziel, neue Ansétze in der Therapie der Atherosklerose

zu entwickeln.
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Lipoproteinlipase und Atherosklerose

Die mdgliche proatherogene Wirkung der Lipoproteinlipase ist schon seit vielen Jah-
ren im Fokus der Aufmerksamkeit (Zilversmit, 1973). In atherosklerotischen Plaques
wird Lipoproteinlipase von einem Teil der Makrophagen und glatten Muskelzellen
gebildet (Yla-Herttuala et al., 1991), dabei wird die Expression unter anderem durch
oben beschriebene Cytokine reguliert (Mead et al., 1999). Durch Hydrolyse der TG-
reichen Lipoproteine kommt es lokal zu hohen Konzentrationen von RLPs, dies er-
leichtert den Einstrom in die Endothelwéande. Zusatzlich wird durch die entstehen-
den Produkte TRL und freie Fettsduren (FFS) die Permeabilitadt der Endothelwande
verandert und ein Eindringen erleichtert (Eiselein et al., 2007). In vitro werden LDL
und VLDL durch die Lipoproteinlipase in der subendothelialen Matrix zurtickgehal-
ten, vermutlich durch Bindung an Proteoglykane (Saxena et al., 1992). Durch che-
mische Modifizierung der Lipoproteine entwickeln diese dann direkt vor Ort athero-
gene Wirkung (s.o.).

In atherosklerotischen Lasionen hat die LPL damit am ehesten proatherogene Wir-
kung, wahrend sie im restlichen GefaBbett durch effektive Senkung des Triglyzerid-
Spiegels neutrale bis anti-atherogene Wirkung entfaltet (Mead et al., 1999).

1.2 Lipoproteine und Apolipoproteine

1.2.1 Ubersicht iiber die menschlichen Lipoproteine und Apo-
lipoproteine

Bedingt durch ihre Wasserunléslichkeit kénnen Lipide nicht frei im menschlichen
Plasma zirkulieren, ihr Transport erfolgt daher in sogenannten Lipoproteinen. Diese
bestehen aus einem lipophilen Kern aus Cholesterinestern und Triglyzeriden und
einer hydrophilen Hulle aus amphipatischen Phospholipiden, freiem Cholesterin und
Apolipoproteinen. Die Einteilung der Lipoproteine erfolgt meist nach ihrer vom Lipid-
anteil abhangigen Dichte, alternativ auch nach ihrer Mobilitat im elektrischen Feld.

In Tabelle 1 sind die physikochemischen Eigenschaften der Lipoproteine aufgezeigt.
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Tabelle 1: Einteilung und Eigenschaften der Plasmalipoproteine, modifiziert nach
(Richter und von Eckardstein, 2006)

Lipoprotein Elektrophorese | Dichte Masse GroBe Apolipoproteine
(Mobilitat) g/mi (MDa) (nm)
Chylomikronen keine <0,9 <150 75-1200 | A-l, A-1V, B-48,
C-l, C-lI, C-lll, E
HDL, a 1,063- 0,36 9-12 A-l, A-ll, A-IV, A-V,
1,125 C-l, C-ll, C-lll, M,
HDL; 1,125- 0,20 5-9 E
0,21
VLDL pra-p <1,006 | 5-130 30-80 A-V, B-100, C-I, C-
I, C-lll, E
Lp(a) pra-B; 1,051- |55 25-30 B-100, (a)
1,082
IDL broad-B 1,006- 3,5 25-35 B-100, C-lll, E
1,019
LDL B 1,019- 2,5 18-25 B-100
1,063

Jede Lipoproteinklasse enthalt neben Apolipoproteinen einen charakteristischen
Lipidanteil. Chylomikronen und VLDL sind Triglyzeridreiche Lipoproteine, in LDL und
HDL hingegen Uberwiegen Cholesterin und Phospholipide. Tabelle 2 zeigt die Lipid-

zusammensetzung der Lipoproteine.

Tabelle 2: Lipidzusammensetzung der Plasmalipoproteine in % (Richter und von E-
ckardstein, 2006)

Lipid- Phospho- | freies Cho- | Cholesterin- Triglyzeride
gehalt | lipide lesterin Ester

Chylomikronen 98 5 1,5 1,5 90

VLDL 90 16 7 13 54

IDL 83 20 9 34 30

LDL 77 21 11 41 4

HDL; 58 35 13 13

HDL; 44 23 3 15 3
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Apolipoproteine sind wichtige Bestandteile der Hulle der Lipoproteine, neben ihrer

stabilisierenden Funktion und der Vermittlung der L&slichkeit der Lipoproteine im

Blut haben sie zahlreiche weitere Aufgaben wie z.B. die Bindung an spezifische

Lipoproteinrezeptoren und Interaktionen mit anderen Lipoproteinen.

Eine kurze Ubersicht Giber die wichtigsten menschlichen Apolipoproteine gibt Tabel-

le 3.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die wichtigsten menschlichen Apolipoproteine modifiziert
nach (Richter und von Eckardstein, 2006; Kostner et al., 2006)

Apoli- Vorkommen | Syntheseort Funktion
poprotein
A-l HDL Leber, Darm Strukturprotein, Aktivierung der LCAT,
Bindung an den HDL-Rezeptor, Prosta-
zyklin-Stabilisierung
A-l1 HDL Leber Aktivierung der hepatischen Triglyzeridli-
pase?
A-IV HDL, CM Darm Aktivierung der LCAT
A-V VLDL, HDL Leber Aktivierung der hepatischen Triglyzeridli-
pase
B-100 CM, VLDL, | Leber Hauptligand des LDL-Rezeptors, Struktur-
IDL, LDL protein, Sekretion von Triglyzeriden und
Cholesterin aus Leber und Dinndarm,
Aktivierung Lysolecithin-Acetyltransferase
B-48 CM, VLDL Darm Strukturprotein der CM, Bindung an LRP,
Resorption von Lipiden und lipidléslichen
Vitaminen aus der Nahrung
C-l HDL, CM, | Leber Aktivierung der LCAT, Unterdrickung der
VLDL Bindung naszierender Lipoproteine an den
LDLR und LRP
C-l CM, VLDL Leber Aktivierung der LPL
C-lll HDL, CM, | Leber Inhibitor der LPL, Interferenz mit Lipopro-
VLDL teinen an Leberrezeptoren
C-Iv VLDL, HDL Leber? Erhbéhung Plasmatriglyzeride
D (= A-IV) HDL, VLDL Leber Aktivierung und Stabilisierung der LCAT
E HDL, IDL, | Leber Ligand des LDL-/VLDL-Rezeptors und
CM, VLDL LRP, Ausschleusung von Cholesterin aus

peripheren Zellen, wichtig fur intrazerebra-

len Cholesterin-Stoffwechsel
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Apoli- Vorkommen | Syntheseort Funktion

poprotein

(a) HDL, LDL, | Leber Funktion noch unklar, Sequenzhomologie
Lp(a) mit Plasminogen

M HDL Leber, Niere Bildung von pre-B-HDL, Cholesterinefflux

1.2.2 Apolipoprotein E (Apo E)

Funktionen des Apolipoprotein E

Apolipoprotein E ist als wichtiges Strukturprotein Bestandteil der Lipoproteine VLDL,
IDL, HDL sowie Chylomikronen und vermittelt deren Bindung an die LDL-Rezeptor-
Familie, ndmlich den LDL-Rezeptor, das LRP (LDL-Rezeptor-related-protein) und
den VLDL-Rezeptor (s.u.). Dadurch ist es am Lipidtransport einerseits zwischen
Zellen verschiedener Gewebe, andererseits innerhalb eines Gewebes beteiligt und
hat somit sowohl endokrine als auch parakrine bzw. autokrine Wirkung (Mahley,
1988). Neben seiner Schlisselfunktion beim Lipidtransport spielt Apo E eine wichti-
ge Rolle bei kognitiven Funktionen, im Immunsystem, bei der Regeneration periphe-
ren Nervengewebes, bei der Entwicklung der Alzheimerschen Erkrankung sowie
vermutlich auch bei Infektionskrankheiten (Mahley und Rall, Jr., 2000).

Genetik, Struktur und Vorkommen von Apolipoprotein E

Das Gen des Apolipoprotein E liegt auf Chromosom 19 in einem Cluster mit den
Genen fir Apo C-I, C-ll, C-IV sowie einem Apo C-l Pseudogen (Scott et al., 1985;
Allan et al., 1995a), ist ca. 3,6 kb lang und enthalt 4 Exons. 299 Aminosauren bilden
das fertige Protein, das aus 2 unterschiedlichen Doméanen besteht: der aminotermi-
nale Teil ist flir die Rezeptor-Bindung, das carboxyterminale Ende fir die Lipopro-
tein-Bindung verantwortlich (Mahley, 1988). Hauptsynthesesort fir Apo E ist die
Leber, aber auch die meisten anderen Gewebe kdnnen Apo E synthetisieren, darun-
ter die Niere, die Nebennieren, die Muskulatur, Gliazellen sowie Adipozyten und
Makrophagen (Basu et al., 1981; Zechner et al., 1991).
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Apolipoprotein E-Polymorphismus

Das Enzym Apo E existiert in mehreren Isoformen mit unterschiedlichen Auswirkun-
gen auf die Plasmalipid-Spiegels, siehe dazu 5.2.5 (Utermann et al., 1977). Die 3
Hauptformen werden durch 3 Allele kodiert, das Wildtyp-Allel ist Apo E3, Apo E2
und E4 unterscheiden sich jeweils in einer Base und dadurch in einer Aminosaure.
Bei Apo E2 befindet sich an Position 158 ein Cystein statt einem Arginin, bei Apo E4
an Position 112 ein Arginin statt einem Cystein (Weisgraber et al., 1981).

Apo E3 ist in allen bislang untersuchten Bevdélkerungsgruppen weltweit das haufigs-
te Allel, in Populationen europaischer Abstammung betragt seine Frequenz ca. 77-
78%, gefolgt von Apo E4 mit ca. 15% und Apo E2 mit 7-8% (Davignon et al., 1988;
Burman et al., 2009). Aus den 3 Allelen ergeben sich 6 Phanotypen, 3 homozygote
und 3 heterozygote, mit folgenden Haufigkeiten: 1% E2/2, 13% E2/3, 2% E2/4, 59%
E3/3, 22% E3/4, 3% E4/4 (Richter und von Eckardstein, 2006).

Genregulatorische Elemente von Apolipoprotein E

Schon seit ca. 20 Jahren ist bekannt, dass spezielle genregulatorische Elemente fur
die Expression von Apo E in bestimmten Organen verantwortlich sind (Simonet et
al., 1991). In der Leber wird die Apo E-Synthese durch sog. Hepatic Control Regi-
ons (HCR) kontrolliert, in Makrophagen und Adipozyten lenken sog. Multienhancer
(ME) die Expression (Zannis et al., 2001).

5 __ g _‘_ c-l —O-‘ cI G cv Hen -°

HCR1 HCR2

Abbildung 1: Apo E Gen Cluster, modifiziert nach (Shih et al., 2000)

Simonet et al wiesen nach, dass es durch Interaktionen der Hepatic Control Regio-
n 1 (HCR1) mit Enhancer-Elementen im Apo E Promotor zu starker Synthese von
Apo E in der Leber kam. Ohne HCR1 war keine Expression nachweisbar, der Be-
weis daflir, dass der Promotor nicht allein flr die gewebsabhangige Expression ver-
antwortlich sein konnte. Da es ohne Promotor aber auch zu keiner Expression kam,
scheint dieser fir die Transkriptionsaktivierung zusténdig zu sein (Simonet et al.,
1993). HCR1 befindet sich ca. 19 kb downstream des Apo E Promotors. Es enthalt
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mehrere Bindungsstellen fir Proteine z.B. aus der Familie der HNF3 und HNF4-
Transkriptionsfaktoren (Dang et al., 1995) sowie multiple TGTTTGC-Motive, die
auch in anderen Promotoren und Enhancern von Genen zu finden ist, die ebenfalls
bevorzugt in der Leber exprimiert werden.

Eine weitere Hepatic Control Region (HCR2) befindet sich 10 kb downstream von
HCR1 und ist zu ca. 86% homolog zu dieser, s. 4.2.1 (Allan et al., 1995b). Beide
Regionen kdnnen unabhangig voneinander die Expression aller Gene des Clusters
steuern, HCR1 scheint dabei vorrangig fur Apo E und Apo C-I verantwortlich zu
sein, HCR2 eher fur Apo C-Il und Apo C-IV (Zannis et al., 2001).

Die beiden Multienhancer ME1 und ME2 befinden sich 3,3 kb bzw. 15,9 kb
downstream von Apo E. Sie sind zu 95% homolog (s. 4.2.1) und verantwortlich far
die Steuerung der Expression von Apo E in reifen Makrophagen und Adipozyten
(Shih et al., 2000). Sie enthalten u.a. Bindungsstellen fir den Glucokortikoid-
Rezeptor (GR), den Transkriptionsfaktor Liver-X-Receptor (LXR), sowie fur Mitglie-
der der Transkriptionsfaktorfamilie der CAAT-element-binding proteins (C/EBP).
Sowohl GR als auch C/EBP spielen in der Entwicklung und Reifung von Makropha-
gen und Adipozyten wichtige Rollen. Der LXR hat eine wichtige regulatorische Rolle
bei zahlreichen Genen des Lipidstoffwechsels (Edwards et al., 2002), unter ande-
rem als Schlusselfunktion in der Kontrolle des Cholesterinhaushaltes in Makropha-
gen (Laffitte et al., 2001).

1.3 Enzyme und Rezeptoren

1.3.1 Enzyme und Rezeptoren des Lipidstoffwechsels

Am Lipidstoffwechsel sind eine ganze Reihe von Enzymen und Rezeptoren beteiligt.
Die nachfolgenden Tabellen 4 und 5 geben eine kurze Ubersicht Giber die wichtigs-
ten Schlisselenzyme und Rezeptoren, im Rahmen der Erlduterungen des Lipopro-
teinstoffwechsels in Kapitel 1.4 erfolgt eine genauere Darstellung der Zusammen-
héange.
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Tabelle 4: Enzyme im Lipoproteinstoffwechsel (Richter und von Eckardstein, 2006)

Enzym

Hauptfunktion

Lipoproteinlipase (LPL)

Hydrolyse von Triglyzeriden aus Chylo-
mikronen und VLDL

Hepatische Triglyzeridlipase (HL)

Konversion von IDL zu LDL sowie von HDL,
zu HDLj; durch Hydrolyse von Triglyzeriden
und Phospholipiden

endotheliale Lipase (EL)

Hydrolyse von Phospholipiden und Triglyze-
riden aus HDL, wichtige Funktion im HDL-

Katabolismus.

Lecithin-Cholesteryl-Acyl-Transferase
(LCAT)

Veresterung von freiem Cholesterin mit Fett-

sauren aus Lecithin

Cholesterin-Transferprotein (CETP)

Transport von Cholesterinestern aus HDL zu
VLDL und LDL, Triglyzeridtransport in umge-

kehrter Reihenfolge

Phospholipid-Transferprotein (PLTP)

Ubertragung von Phospholipiden von Rem-
nant-Lipoproteinen, Beteiligung an Remode-

lierung von HDL

Tabelle 5: Rezeptoren im Lipoproteinstoffwechsel (Richter und von Eckardstein, 2006)

Rezeptor

Hauptaufgabe

LDL-Rezeptor

Aufnahme ApoB- und ApoE-haltiger Lipopro-
teine in allen Geweben

VLDL-Rezeptor

Aufnahme ApoE-haltiger Lipoproteine in
Muskulatur und Fettgewebe

LDL-Rezeptor-related Protein (LRP)

Aufnahme von Chylomikronen-Remnants in

der Leber

Scavenger-Rezeptor A

Aufnahme von modifiziertem und oxidiertem
LDL durch Makrophagen

Scavenger-Rezeptor B-1

Aufnahme von HDL in die Leber

ATP-bindender Kassettentransporter 1
(ABCA1)

Ausschleusung von (berschissigem unve-
restertem Cholesterin aus Zellen zur Uber-

tragung auf Pre-B-HDL

ABCG 5/8

Ausschleusung von pflanzlichen Phytostero-
len aus den Enterozyten zuriick ins Darmlu-

men
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1.3.2 VLDL-Rezeptor

Der zur Familie der LDL-Rezeptoren gehérende VLDL-Rezeptor (VLDLR) wurde
erstmals 1992 beschrieben (Takahashi et al., 1992). Das Gen des VLDL-Rezeptors
ist auf Chromosom 9 lokalisiert, besteht aus 19 Exons und umfasst insgesamt ca.
40kb. Der Rezeptor besteht aus 846 Aminosauren und weist wie alle Mitglieder der
LDL-Familie eine charakteristische Struktur mit 5 funktionellen Doméanen auf (Sakai
et al., 1994). Der VLDL-Rezeptor wird vornehmlich in Muskel-, Herz- und Fettgewe-
be exprimiert und an der Endotheloberflache kleiner Arteriolen sowie Kapillaren
dieser Gewebe gefunden, in atherosklerotischen L&sionen produzieren auch
Makrophagen sowie glatte Muskelzellen VLDL-Rezeptoren (Takahashi et al., 2004).
Seine Hauptaufgabe besteht in der Versorgung von Muskel- und Fettgewebe mit
freien Fettsauren (Yamamoto et al., 1993). Dazu bindet er ApoE-haltige Lipoprotei-
ne wie VLDL, IDL und Chylomikronen in Zusammenarbeit mit der Lipoproteinlipase
und ermdglicht ihre Hydrolyse mit nachfolgender Aufnahme der freien Fettsduren
(Niemeier et al., 1996; Takahashi et al., 2004).

1.3.3 Lipoproteinlipase (LPL)

Vorkommen der Lipoproteinlipase

Die Lipoproteinlipase wird wie der VLDL-Rezeptor vor allem in Muskel- und Fettge-
webe exprimiert, denen eine wichtige Rolle im Lipoproteinstoffwechsel zugeschrie-
ben wird. Darlber hinaus konnte auch eine Expression in Nervengewebe, Lunge,
Niere, Nebenniere, Pankreas, laktierender Mamma und Makrophagen nachgewie-
sen werden (Kirchgessner et al., 1989b; Merkel et al., 2002a). Nach der Synthese
wird die LPL sezerniert und zur luminalen Seite von Endothelzellen transportiert, wo

sie Uber nicht-kovalente Bindung an Proteoglykane verankert wird.

Funktionen der Lipoproteinlipase

Die Lipoproteinlipase hat sowohl katalytische als auch nicht-katalytische Funktionen.
Als Schlusselenzym im Triglyzerid-Stoffwechsel ist sie verantwortlich fir die Hydro-
lyse von Triglyzeriden aus Chylomikronen und VLDL (Goldberg, 1996). Durch diese
lipolytische Funktion senkt die LPL die TG-Spiegel im Serum und ist das entschei-
dende Enzym zum Abbau von Chylomikronen zu Chylomikronen-Remnants sowie
der Initiierung der Konversion der VLDL zu LDL und VLDL-Remnants. Die entste-
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henden freien Fettsduren werden entweder vom Fettgewebe gespeichert oder die-
nen direkt der Energieversorgung von Herz- und Skelettmuskel.

Unabhangig von ihrer katalytischen Aktivitat vermittelt die LPL die Interaktion von
Lipoproteinen mit Proteoglykanen auf Zelloberflachen (Eisenberg et al., 1992). Die
dadurch bedingte Akkumulation von Lipoproteinen in Rezeptorndhe kann eine
Apo E- oder Apo B- vermittelte Aufnahme von Lipoproteinen Uber Rezeptoren fér-
dern (Mulder et al., 1993). In atherosklerotischen Plaques bindet die LPL auf diesem
Weg LDL-Partikel und kann damit atherogene Wirkung entwickeln.

Auch Uber direkte Interaktion mit Lipoprotein-Rezeptoren wie dem LDL-Rezeptor
(Medh et al., 1996), dem LRP (Beisiegel et al., 1991; Williams et al., 1994) sowie
dem VLDL-Rezeptor (Argraves et al., 1995) kann die LPL die Aufnahme von Li-
poproteinen férdern. Katalytisch inaktive LPL steigert dartber hinaus die selektive
Aufnahme von Cholesterinestern in Zellen ohne dass es zu einer kompletten Auf-
nahme der Lipoproteine kommt, in Anwesenheit von katalytisch aktiver LPL wird
zusatzlich die Triglyzerid-Hydrolyse gesteigert (Merkel et al., 2002b). Eine weitere
Funktion ist die Unterstitzung des Austausches von Lipiden und Apolipoproteinen
zwischen VLDL und HDL mit Hilfe des CETP sowie der LCAT und somit Verande-
rungen ihrer jeweiligen Eigenschaften, siehe hierzu die nachfolgende Abbildung
(Murdoch und Breckenridge, 1995; Murdoch und Breckenridge, 1996).

o

» PL TG

! ‘o B
J
I I Apo E
‘ ‘ @ Apo C-Familie
o o

O  Apo A-Familie
Ch Ce

o) ' Apo B-Familie

HDL. HDL3

Ce

Abbildung 2: Lipid- und Apolipoprotein-Austausch zwischen VLDL, IDL und HDL

Durch Ubertragung von Lipiden und Apolipoproteinen auf HDL wahrend der Trigly-
zerid-Hydrolyse steigert die LPL u.a. auf diese Weise den HDL-Spiegel im Blut
(Goldberg, 1996).
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Genetik, Aufbau und Struktur der Lipoproteinlipase

Das Gen der Lipoproteinlipase ist auf dem Chromosom 8p22 codiert (Sparkes et al.,
1987) und umfasst ca. 30 kb mit insgesamt 10 Exons (Deeb und Peng, 1989; Kirch-
gessner et al., 1989a). Das fertige Enzym wird aus 448 Aminosauren gebildet (Wion
et al., 1987) und besteht aus zwei Doménen. Die gréBere N-terminale Doméne ent-
héalt das katalytische Zentrum sowie die Bindungsregion fur den Kofaktor Apo C-II.
Die kleinere C-terminale Doméne ist fir die Bindung an die Proteoglykane der kapil-
laren Endothelien, die Lipoproteinrezeptoren und die Interaktion des Enzyms mit
den Lipoproteinen verantwortlich (Davis et al., 1992; Dugi et al., 1995). Katalytisch-
aktive Lipoproteinlipase liegt als Dimer vor, Dissoziation fuhrt zu Aktivitatsverlust
(Garfinkel et al., 1983; Osborne, Jr. et al., 1985).

Regulatorische Elemente im Promotor der Lipoproteinlipase

Im Promotor des menschlichen LPL-Gens wurden wichtige Cis-acting Elemente
gefunden, die DNA-bindende-Proteine binden und die basale und/oder liganden-
vermittelte LPL-Transkription vermitteln kénnen. In Abbildung 3 auf der folgenden
Seite ist ein Teil des ersten Exons sowie der 5°-Region des LPL-Gens abgebildet.
Der Transkriptionsstart sowie einige regulatorische Elemente sind markiert.

Der LPL-Promotor scheint keine direkte TATA-Box zu haben, die Gber Bindung des
TATA-Bindeproteins (TBP) die Transkription initiiert. Diese Funktion wird vermutlich
von dem Octamer-Element an Pos. -46 (bernommen, das zusammen mit der NF-Y
bindende CCAAT-box an Pos. -65 essentiell fir die basale Promoteraktivitét zu sein
scheint (Nakshatri et al., 1995). Neben diesen fir die basale Transkription verant-
wortlichen Regionen gibt es zahlreiche Elemente, die flr die gewebsspezifische
Transkription wichtig sind. So spielen z.B. in der LPL-Expression wéahrend der Adi-
pozyten-Differenzierung die Elemente LP-a und LP-B eine wichtige Rolle, die beide
eine starke Ahnlichkeit zu bekannten Sequenzen haben, die die Transkriptionsfakto-
ren HNF-3 und fork head binden (Enerback et al., 1992). Uber das sterol-regulatory-
element SRE greift der zellulare Cholesterinstoffwechsel in die Expression von LPL
ein (Schoonjans et al., 2000), an dieses Element kénnen auch die Transkriptionsfak-
toren Sp1 und Sp3 binden (Yang und Deeb, 1998). Liganden flir die Familie der
Transkriptionsfaktoren der Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptoren (PPAR),
wie z.B. ungesattigte Fettsauren, Prostaglandine, Glucose, Fibrate oder auch Glita-
zone, wirken Uber das Peroxisome-Proliferator-Response-Element (PPRE) auf die
Expression (Schoonjans et al., 1996).
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-900 TGCTTTTAGT ATATTTACAG AGTTGTGCAG CATCAGCATA ATGTEPA GAACATTGTC
-840 ATCAACTACC CCCAAATCTC TATTCTTCCC TTCCCCTATT AWACCCAG CCCCAGGCA¢
-780 GCACTGATCT ACTTTTGGTC TCTATGGATT TGTCTATTTG TGACACTTT AAATGGAATC

Lp- o
-720 ATACAATATG TGTCTTTTGC GACTATCTTC TTTCACTTAT CARAACTCAA TACGGTTTA

-660 GATTATTTGA CCTCGATGTT CTGCCTCTGA ACATAAAATA AWTCCTTGC ATTCCTTGAT

-600 GAGTTTGAGG ATTGAGAATA ATTTGCATGA GACAAAAATT AGACTAGT TAGAGCAAGT
CCAAT- box
-540 AGGCTTTTCT CCATCACATA AGCTGATCCA TCTTGCCASTTAAAACAC CAGATTGTAC
LP-B
-480 AAGCACAAGC TGGGACGCAA TGTGTGTCCC TCTATCCCTATBACTTT A CGGGGGTGA

-420 GGATGGGGTG CGGGGTGAGT GAGGGAGGAC TGCAAGTGACARIGATT CGTCAAAAGA
-360 GAGGTGTATT AAAGTGCCGA TCAAATGTAA TTTAACAGCT ABTTTCCC TCCTTGGAAA
-300 ACAGGTGATT GTTGAGTATT TAACGTGAAT CGATGTAAAC GTGTTTGG TGCTTAGACA

-240 GGGGGCCCCC GGGTAGAGTG GAACCCCTTA AGCTAAGCEL&EBEBBGCCT AACAAAGCA/
PPRE
-180 ATTTTTCCGT CTGCCCTTTC CCCCTTTCT CGTTGGCAGG GTTGATCCTC ATTACTGTT
SRE CCAAT- box
-120 GCTCAAACGT TTAGAAGTGA ATTTAGGTCC CTCCCCCGARTATGATTT TATAGCCAAT
Cct aner
-60 AGGTGATGAG GTTTATTTGCATATTTCCAG TCACATAAGC AGCCTTGGCG TGAAAACA
Transkri ptionsstart
+1 GTCAGACTCG ATTCCCCCTC TTCCTCCTCC TCAAGGGAAA GIITCACT TCTAGCTGC(C

+61 CTGCCATCCC CTTTAAAGGG CGACTTGCTC AGCGCCAAACGIRITCCA GCCCTCTCCA

+121 GCCTCCGGCT CAGCCGGCTC ATCAGTCGGT CCGCGCCTBETBCTCC AGAGGGACG
St art codon
+181 GCCCCGAGAT G

T

GT

Abbildung 3: Teile des ersten Exons und der 5'-flankierenden Region des LPL-Gens
mit Markierung einiger regulatorischer Elemente (Deeb und Peng, 1989; Kirchgessner
et al., 1989a; Enerback et al., 1992; Preiss-Landl et al., 2002; Merkel et al., 2002a)

1.4 Stoffwechsel der Lipoproteine

Im Stoffwechsel der Lipoproteine werden 3 Transportsysteme unterschieden: im
exogenen System (Chylomikronen-Stoffwechsel) werden Nahrungslipide transpor-
tiert, das endogene System (VLDL-, LDL-Stoffwechsel) dient der Versorgung der
Gewebe mit Lipiden hepatischen Ursprungs. Die Rickfihrung von Cholesterin peri-
pherer Zellen zur Leber erfolgt im reversen Cholesterin-Transport (HDL-
Stoffwechsel). Die folgende Abbildung 4 gibt einen Gesamtiberblick Uber den Li-
pidstoffwechsel, Erlauterungen folgen im Text (Schaefer, 1998; Richter und von
Eckardstein, 2006).
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Abbildung 4: Ubersicht {iber den Lipidstoffwechsel; TG: Triglyzeride, Ch: Cholesterin,
Ce: Cholesterinester, PL: Phospholipide, MTP: Mikrosomales Triglyzerid-Transferprotein,
LPL: Lipoproteinlipase, LDLR: LDL-Rezeptor, CETP: Cholesterinester-Transferprotein, HL:
Hepatische Lipase, LCAT: Lecithin-Cholesteryl-Acyl-Transferase, PLTP: Phospholipid-
Transferprotein, ABCA1: ATP-bindender Kassettentransporter 1

1.4.1 Der
Stoffwechsel)

exogene Lipidtransportweg (Chylomikronen-

Mit der Nahrung aufgenommene Triglyzeride werden von der Pankreaslipase ge-
spalten, ihre Einzelbestandteile werden in die Enterozyten aufgenommen und dort
rasch wieder zu Triglyzeriden zusammengebaut. Aufgenommenes Cholesterin wird
durch die zellulédre Acyl-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT)-2 verestert. Unter Mit-
wirkung des Mikrosomalen Triglyzerid-Tranferproteins (MTP) erfolgt in den Entero-
zyten die Assemblierung der Chylomikronen aus Triglyzeriden, Cholesterinestern,
Phospholipiden sowie den Apolipoproteinen A-l, A-IV und B-48. Nach ihrer Sekreti-
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on in die Lymphbahnen und Wanderung in den Blutkreislauf Gber den Ductus thora-
cicus nehmen die Chylomikronen Apo E und C-Apolipoproteine aus HDL-Partikeln
auf. Besondere Bedeutung hat hierbei die Aufnahme von Apo E sowie Apo C-Il, das
als Kofaktor flr die Aktivierung der Lipoproteinlipase bendtigt wird.

Uber Apo E binden Chylomikronenpartikel an den VLDL-Rezeptor (Niemeier et al.,
1996). Die Lipoproteinlipase befindet sich Gber Proteoglykane gebunden auf Endo-
thelzellen (s.0.), kann aber auch Uber eine carboxyterminale Bindungsstelle direkt
an den VLDL-Rezeptor binden (Argraves et al., 1995). Nach Bindung der VLDL an
diesen Komplex kommt es zur Hydrolyse der Chylomikronen und Freisetzung von
Fettsauren (FS), die von den Zellen aufgenommen werden kdnnen (Tacken et al.,
2001). Abbildung 5 zeigt schematisch diese Bindung der Chylomikronen mit nach-
folgender Hydrolyse durch LPL und VLDLR.

TG Chylomikron
TG

2 TG

’

R TG
Apo E

.~ Apo C-lI

Proteoglykan VLDLR

Fs &
FS
- . Endothelzelle

Abbildung 5: Hydrolyse von Chylomikronen, adaptiert nach (Soufi, 2008)

Durch die Hydrolyse verlieren die Chylomikronen ca. 70-90% ihres Triglyzerid-
Gehaltes, gleichzeitig nehmen sie weiteres Apo E und Cholesterinester aus HDL auf
und geben Apo A-l und C an diese ab. Die entstehenden Chylomikronen-Remnants
sind entsprechend reich an Cholesterinestern und Apo E. In der Leber erfolgt die
rezeptorvermittelte Aufnahme der Chylomikronen-Remnants tber Bindung von A-
po E an den LDL-Rezeptor sowie das LRP.
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1.4.2 Der endogene Lipidtransportweg (VLDL-, LDL-
Stoffwechsel)

Uber den endogenen Transportweg werden die peripheren Gewebe mit Triglyzeri-
den und Cholesterin aus der Leber versorgt. In der Leber werden Triglyzeridreiche
VLDL-Partikel unter Mitwirkung des MTP gebildet und in die Blutbahn sezerniert. lhr
wichtigster Proteinbestandteil ist das Apo B-100, daneben enthélt es auch Apo E
und C, u.a. durch Austausch von Lipoproteinen mit HDL-Partikeln. Apo C-I hemmt
die sofortige Re-Aufnahme in die Leber, Apo C-II aktiviert die LPL, durch Apo C-IlI
wird diese gehemmt. Apo E dient wie bei den Chylomikronen zur Bindung an den
Komplex aus VLDLR und LPL (Takahashi et al., 1992; Tacken et al., 2001), diese
Bindung mit nachfolgender Hydrolyse ist schematisch in Abbildung 6 dargestellt.

TG VLDL
TG
° TG
TG
Apo E
~~ Apo C-ll
’ VLDLR
Proteoglykan
Fs &
FS
- . Endothelzelle

Abbildung 6: Hydrolyse von VLDL, adaptiert nach (Soufi, 2008)

Durch diese LPL-vermittelte Hydrolyse und den durch Cholesterinester-
Transferproteine (CETP) vermittelten Erwerb von Cholesterinestern aus HDL ent-
stehen aus den VLDL kleinere Lipoproteine, die VLDL-Remnants oder IDL. Bei die-
ser Konversion werden der gréBte Teil der C-Apolipoproteine sowie ein Teil des
freien Cholesterins auf HDL Ubertragen, die entstehenden IDL sind reich an Choles-
terinestern sowie Apo E. Sie werden entweder tUber den LDL-Rezeptor in die Leber
aufgenommen oder zu LDL abgebaut. Bei diesem Abbau vermittelt die hepatische
Triglyzeridlipase (HL) die Hydrolyse der restlichen Triglyzeride, durch Vermittlung
des CETP kommt es zu weiterer Aufnahme von Cholesterinestern aus HDL. Die IDL
verlieren bis auf Apo B-100 alle ihre Lipoproteine, dieses dient als Ligand fir den
LDL-Rezeptor. Die so entstandenen LDL versorgen das extrahepatische Gewebe
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mit Cholesterin und regulieren dort die Cholesterinbiosynthese. Nach Bindung der
LDL-Partikel an den LDL-Rezeptor kommt es zur Endozytose des Komplexes. In
sekundéren Lysosomen dissoziiert der LDL-Rezeptor vom LDL und wird wieder zur
Zelloberflache zurticktransportiert. Die Cholesterinester werden durch lysosomale
saure Lipase in freie Fettsduren und Cholesterin zerlegt. Das freie Cholesterin akti-
viert einerseits in der Zelle die ACAT, durch erneute Veresterung wird das Choleste-
rin in eine Speicherform Uberflhrt. Andererseits hemmt das Cholesterin die
Transkription der an der Cholesterin-Biosynthese beteiligten Enzyme sowie des
LDL-Rezeptors und reguliert dadurch den Cholesterin-Haushalt der Zelle.

30-40% der LDL werden nicht tGber den LDL-Rezeptor sondern Uber den sog. Sca-
venger-Pathway eliminiert, an dem mehrere Mechanismen beteiligt sind: Endozyto-
se uber niedrig-affine Rezeptoren, Pinozytose und Aufnahme (ber Scavenger-
Rezeptoren, die chemisch modifizierte LDL erkennen. Diese Scavenger-Rezeptoren
befinden sich vor allem auf Makrophagen und Zellen des retikuloendothelialen Sys-
tems. Im Gegensatz zum LDL-Rezeptor ist der Scavenger-Pathway nicht sattigbar,
so dass es bei einem Uberangebot von LDL zu unkontrollierter LDL-Aufnahme
kommt, was u.a. zur Schaumzellbildung fuhrt, einem entscheidenden Schritt in der
Pathogenese der Atherosklerose.

1.4.3 Der reverse Cholesterintransport (HDL-Stoffwechsel)

Der Transport von Cholesterin aus dem extrahepatischen Gewebe zuriick zur Leber
wird durch HDL gewabhrleistet. lhre diskoidalen Vorstufen stammen aus der Leber,
dem Darm und dem Metabolismus von Chylomikronen und VLDL. Sie sind reich an
Apo A und Apo E sowie Cholesterin und Phospholipiden. Apo A-l aktiviert die LCAT,
es kommt zur Veresterung des Cholesterins. Die Ester sind hydrophober als freies
Cholesterin und reichern sich im Kern der HDL an, die dadurch ihre spatere Kugel-
form annehmen. Zunachst sind die entstehenden Partikel noch klein und werden als
HDL; bezeichnet, sie nehmen weiterhin Cholesterin aus peripheren Zellen auf.
Durch fortschreitende LCAT-vermittelte Cholesterinveresterung sowie Erwerb von
phospholipid- und apolipoproteinhaltigen Oberflachen-Remnants der Chylomikronen
und VLDL durch PLTP entstehen HDL,. Fir die Entfernung der HDL-Lipide aus der
Zirkulation gibt es indirekte und direkte Wege. Zu den indirekten Wegen zéhlen der
CETP-vermittelte Transfer von Cholesterinestern aus HDL auf VLDL und LDL sowie
die HDL-vermittelte Hydrolyse der Triglyzeride und Phospholipide durch Lipasen.
Eine wichtige Rolle bei den direkten, HDL-Rezeptor-vermittelten, Wegen spielt die
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sog. selektive Cholesterinaufnahme Uber den Scavenger-Rezeptor B1 in Hepatozy-
ten und Steroidhormon-produzierenden Geweben. Die in die Leber aufgenommen
Lipide der HDL werden biliar sezerniert oder dienen der Synthese von Gallensau-

ren.

1.5 Die Marburger KHK-Praventions-Allianz

Die Marburger KHK-Praventions-Allianz wurde 1998 gestartet mit dem Ziel, die se-
kundarpraventive Versorgung von KHK-Patienten zu optimieren (Schaefer et al.,
2000). Jedem Patienten, der in der Universitéatsklinik Marburg eine Herzkatheterun-
tersuchung erhalt, werden bei vorliegendem Einverstédndnis im Rahmen der Unter-
suchung 5 ml Serum und 2 ml EDTA-Blut entnommen zur Bestimmung KHK-
relevanter Blutwerte wie z.B. Cholesterin, Triglyzeride, HDL- und LDL-Cholesterin,
LP(a) etc. Zusatzlich werden weitere Risikofaktoren erhoben wie Alter, Gewicht,
Vorliegen eines Diabetes mellitus etc. Diese Daten werden mithilfe eines speziellen
Computerprogramms mit den erhobenen Angiographiebefunden verknipft und er-
maoglichen so eine individuelle Therapieplanung.

Aktuell liegen komplette Datenséatze von 7200 Patienten vor, die in dieses Projekt
aufgenommen wurden. Die entnommen Blutproben werden nach den erfolgten Un-
tersuchungen zur weiteren Verwendung eingefroren und aufbewahrt.

Ein Votum zur Durchfihrung von Studien mit diesem Kollektiv, welches auf der Ba-
sis der Helsinki-Deklaration von 1975 in revidierter Form von 1996 beruht, wurde
von der Ethikkommission der Philipps-Universitat Marburg erteilt (Aktenzeichen Stu-
die: 10/03).
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Goudriaan et al entdeckten 2001, dass Mause, die keinen VLDL-Rezeptor expri-
mierten, trotz hochkalorischer Ernahrung kein Ubergewicht entwickelten (Goudriaan
et al., 2001). Dazu ziuchteten sie Mause ohne VLDL-Rezeptor-Gen und erndhrten
sie sowie gesunde Mause als Vergleichsgruppe zunachst fir 6 Monate mit normaler
Nahrung, danach folgte eine fettreiche hochkalorische Erndhrung fur weitere 17
Wochen. Bei normaler Erndhrung gab es keinen Unterschied in den Plasmalipiden
sowie dem Koérpergewicht von Mausen mit oder ohne VLDL-Rezeptor. Unter fettrei-
cher Diat dagegen kam es bei den Wildtyp-Mausen zu steigender Gewichtszunah-
me, die VLDLR-defizienten M&use hingegen nahmen nur gering an Gewicht zu und
ihre Adipozyten waren deutlich kleiner als die der gesunden Mause. Die Triglyzerid-
Spiegel der VLDLR-knock-out-Mause lagen dagegen deutlich héher als die ihrer
gesunden Verwandten, es handelte sich vor allem um Triglyzeride in der VLDL-
Fraktion. Cholesterin-Werte sowie freie Fettsduren im Blut unterschieden sich nicht
zwischen den beiden Gruppen.

Der VLDL-Rezeptor ist zusammen mit der Lipoproteinlipase verantwortlich fir die
Bindung und Hydrolyse von ApoE-haltigen Lipoproteinen und somit der Versorgung
der Gewebe mit freien Fettsduren, diese Bindung ist in Abbildung 7 schematisch
dargestellt. Die Daten obiger Studie zeigen deutlich, dass der Komplex dieser Prote-
ine eine wichtige Rolle in der Regulation des Triglyzerid-Spiegels und eventuell
auch in der Entwicklung von Adipositas spielt.

TG CM/VLDL
TG

7 16
. TG

Apo E

-~ Apo C-ll
’ VLDLR
Proteoglykan
Fs &
FS Endothelzelle
FS FS

Abbildung 7: Komplex aus VLDL-Rezeptor, LPL und Apo E zur Hydrolyse von Trigly-
zeridhaltigen Lipoproteinen (Soufi, 2008)
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Im Rahmen eines durch das Nationale Genomforschungsnetzwerk (NGFN) gefér-
derten Projektes wurde von unserer Arbeitsgruppe erstmals die Rolle des VLDL-
Rezeptors und seiner modulierenden Faktoren wie den Apolipoproteinen und der
Lipoproteinlipase auf die Entwicklung von Adipositas, KHK und Lipidwerten im Blut
von Patienten des Kollektivs der Marburger Praventionsambulanz untersucht. Pati-
enten der Fallgruppe hatten bei erhéhten Triglyzeriden (> 150 mg/dl) einen norma-
len BMI (< 25 kg/m?) und entsprachen damit mit ihrem Lipidprofil in etwa den
VLDLR-knock-out-Mausen nach hochkalorischer Erndhrung, in der Kontrollgruppe
untersuchten wir Patienten mit normalen Triglyzerid-Werten (<150 mg/dl) und nor-
malen BMI (< 25 kg/m?). Unser Ziel war es, durch eine Haufung von Mutationen in
einer der beiden Gruppen einen Einfluss auf den Triglyzerid-Stoffwechsel und einen
Zusammenhang mit der Regulierung des Kérpergewichtes nachweisen zu kdnnen.
Untersuchungen des kompletten VLDL-Rezeptors zeigten in einer Fallgruppe von
129 Patienten insgesamt 6 Mutationen sowohl im Promotor als auch in verschiede-
nen Exons. Sie befanden sich alle in funktionell relevanten Regionen und fiihrten zu
einem erniedrigten BMI und erhéhten Triglyceriden. 4 dieser Mutationen wurden
erstmals im Rahmen dieses Projektes von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, in
der Kontrollgruppe von 135 Patienten war nur 1 dieser neu entdeckten Mutationen
nachweisbar.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit 2 weiteren Proteinen des Triglyzerid-
regulierenden Komplexes, dem Apolipoprotein E und der Lipoproteinlipase. Bei bei-
den Proteinen wurden spezielle regulatorische Elemente auf Mutationen untersucht,
die die Expression der Proteine beeinflussen und so durch Mutations-bedingte ver-
anderte Mengen an Enzym den Triglyzerid-Stoffwechsel mit all seinen Folgen ver-

andern kénnen.

Erhohte Triglyzeride sowie Adipositas sind wichtige Risikofaktoren fur Atherosklero-
seentwicklung mit all ihren Folgeerkrankungen. Es ist daher essentiell, den Stoff-
wechsel der Triglyzeride in seiner Komplexitat zu entschlisseln, um neue Therapie-

ansatze entwickeln zu kdnnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Gerate

Tabelle 6: verwendete Gerate

verwendetes Gerat

Hersteller

Elektrophorese-Kammer (Mini-Sub Cell GT
System with 7 x 10 cm Tray)

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules,

California, USA

Magnetrihrer (Heidolph MR 2002)

Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co KG,

Schwabach, Deutschland

Magnetrihrer (RH basic KT/C IKAMAGO

safety control)

Fa. IKAO-Werke GmbH & Co KG, Staufen,

Deutschland

Mikrowelle

Fa.

Hamburg, Deutschland

Sharp Electronics (Europe) GmbH,

peristaltische Pumpe zum GieBen von
DGGE-Gelen (Minipuls3 Peristaltic Pump)

Fa. Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA

pH-Meter (pH-Meter 761 Calimatic)

Fa. Knick Elektronische Messgerdte GmbH
&Co KG, Berlin, Deutschland

Pipetten P10, P20

Fa. Gilson, Middleton, USA

Pipetten P10, P20, P250, P1000, P5000

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pumpe (groB) fir DGGE-Lauf (NDP Pump
Range 35/3)

Fa. Totton Pumps, Southhampton, England

Pumpe (klein) fir DGGE-Lauf (Variable-
Speed-Pump — Medium Flor 0,4-85,0/min)

Fa. Control Company, Friedswood, Texas,
USA

Schittler Kéttermann 4010

Fa. Koéttermann GmbH & Co KG, Uet-

ze/Héningsen, Deutschland

Stromaggregat fiir DGGE-Lauf (Power Pac
300)

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules,

California, USA

Stromaggregat fir Gelelektrophorese (Po-
wer Pac 3000)

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules,

California, USA

Thermocycler PCT-200 (MJ Research Pel-

tier Thermalcycler)

Fa. Global Medical
Minnesota, USA

Instrumentation, Inc,

Thermostat fir DGGE-Lauf (LKB Bromma
2219 Multitempll)

Fa. LKB Bromma, Schweden

Transilluminator 4000

Fa. Stratagene, La Jolla, California, USA

Vortexer (Heidolph Reax 2000)

Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, Deutschland
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verwendetes Gerat

Hersteller

Waage (SBC 51)

Fa. Scaltec Instruments GmbH, Géttingen,
Deutschland

Woasserstrahlpumpe

Zentrifuge 3200 (Eppendorf Zentrifuge | Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland
3200)
Zentrifuge 5414S (Eppendorf Centrifuge | Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland
54148)

3.1.2 Reagenzien

Tabelle 7: verwendete Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

10x PCR(-MgCl;) Rxn Buffer 1,25 ml

Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA

Acrylamid (Rotiphorese Gel 40)

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose (Certified Molecular Biology Agaro-
se)

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA

Ammoniumperoxidsulfat

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Betaine 5M

Fa. ICN Biomedicals Inc., MP Biomedicals,
lllkirch, Frankreich

Bromphenolblau 2%

Fa. Riedel-de Haén, Honeywell Specialty
Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutsch-

land

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

dNTP Setl (>98%, dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, 4x 25umol, 100 mM per dNTP)

Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA

EDTA (>99%) Dinatriumsalz Dihydrat Titrier-
komplex, pH 8,0

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure 100%

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol vergallt (Sorte 642)

Fa. Stockmeier Chemie Dillenburg, Dillen-
burg, Deutschland

Ethanol absolute

Fa. Riedel-de Haén, Honeywell Specialty
Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutsch-
land

Ethidiumbromid

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, Deutschland

Formamid (deionisiert)

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerin 87%

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycerol (Ultra pure™)

Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA
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Reagenzien

Hersteller

Guanidiniumisothyoycyanat

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

H.O (Aqua ad iniectabilia)

Fa. Braun, Melsungen, Deutschland

H,O (bidest)

H.O (steril)
HPLC)

(HiPerSolv  Chromanorm for

Fa. VWR International GmbH, Wien, Oster-

reich

Harnstoff (> 99,5%, p.a.)

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol (p.a.)

Fa. Acros Organics, New Jersey, USA

Lithium-Chloride

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

MgCl, 50 mM 1ml

Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA

PCR-Marker (Bench Top PCR Markers)

Fa. Promega GmbH, Mannheim, Deutsch-

land

Platinum Taq Polymerase 250 rxn (5U/ul)

Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, USA

QIAEX Il Gel Extraction Kit

Fa. Qiagen, Venlo, Niederlande

Phenol (Rotid-phenol, in TE equibriliert pH
8,0)

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure, 37%, rauchend, LabGrade ACS

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS (sodium dodecyl sulfate)

Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (Temed)

Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,

USA

Tris Pufferan (>99,9%, p.a.)

Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton-X-100

Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

ReaktionsgefaBe (1,5 ml, 2 ml)

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Filter fir DGGE-L6sungen (Minisart O 0,2ul
Syringe Filter Holdings)

Fa. Sartorius, Géttingen, Deutschland

Filterpapier (Filter Papper)

Fa. Munktell Filter AB, Falun, Schweden

Glasplatten fir DGGE-Gele (PROTEAN II xi
2-D cell)

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-
fornia USA

Kamme fir DGGE-Gele (PROTEAN Il xi 2-D

cell)

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-
fornia USA

Kanulen (BD Microlance 3)

Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, New
Jersey, USA
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Material

Hersteller

Filter (Papier)

Fa. Schleicher & Schuell, jetzt Whatman,
Maidstone, England

Parafilm (PARAFILMOM Verschlussfolie)

Fa. Brand GmbH & Co KG, Wertheim,

Deutschland

PCR-Platten und Caps

Fa. Biozym Scientific GmbH, Hessisch OI-

dendorf, Deutschland

Sandwich-Clamps fur DGGE-Gele (PRO-
TEAN Il xi 2-D cell)

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-
fornia USA

Spacer fir DGGE-Gele (PROTEAN Il xi 2-D

cell)

Fa. Biorad Laboratories, Inc. Hercules, Cali-
fornia USA

Spritze zum Auftragen der DGGE-Proben
(Model 1810 100ul Pst2)

Fa. Mplus GmbH, Bremen, Deutschland

Thermometer (ama-digit ad 14th)

Fa. Amarell GmbH & Co KG, Kreuzwert-

heim, Deutschland

Transferpipetten
1ml)

(Sarstedt Transferpipette

Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

3.1.4 Standardpuffer und Lésungen

Die Zusammensetzung und Herstellung von in dieser Arbeit haufig verwendeten

Lésungen und Puffer ist kurz in den folgenden Tabellen 9-11 zusammengefasst.

Tabelle 9: Zusammensetzung des DNA-Auftragspuffers (Loading-Buffer)

Reagenzien Menge
Bromphenol blau 2% 0,5 ml
Glycerol 87% 8 ml
H>O (steril) 2,5 ml

Tabelle 10: Zusammensetzung 50x TAE(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer

Reagenzien Menge
Tris 242 g
100% Essigséure 57,1 ml
0,5 M EDTA-Lésung, pH 8,0 100 ml
H.O (bidest) ad 1000 ml

Die L6sung wurde gemischt und konnte anschlieBend bei Raumtemperatur aufbe-

wahrt werden.
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Tabelle 11: Zusammensetzung 10% Ammoniumpersulfat (APS)

Reagenzien Menge
Ammoniumperoxidsulfat 19
H>O (bidest) ad 10 ml

3.1.5 Software

Folgende Software wurde verwendet:

Bio Edit Sequence Alignment Editor, Version 7.0.0 (Copyright © 1997-2007, Tom
Hall)

Chromas MFC Application, Version 2.0.0.0 (Copyright © 2000 Technelysium Pty.
Ltd)

Winmelt™, Version 2.0.10.0, Bio-Rad Laboratories Inc (Copyright © 1998 MedProbe
AS. Portions Copy)

Microsoft Winword, Version 9.0.0.2823 (Copyright© Microsoft Corporation 1983-
1999)

Microsoft Office 2000 (Excel), Version 9.0.0.2719, (Copyright © Microsoft Corporati-
on 1985-1999)

WiInSTAT fur Excel (Copyright © 2009 by R. Fitch Software)

Online-Datenbanken:
Bioinformatic Harvester lll (beta): www.harvester.fzk.de/harvester (KIT, 2010);
Ensembl Genome Browser: www.ensembl.org (EBI und WTSI, 2010)

3.2 Verwendete Methoden

Zunachst wurde die DNA der Patienten aus den vorliegenden Vollblut-Proben iso-
liert und mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt.

Die so gewonnene DNA-Menge wurde mit Hilfe der Denaturierenden Gradienten-
Gel-Elektrophorese auf Mutationen untersucht. Auffallige Proben sowie mindestens
eine unauffallige Probe pro Fragment wurden aufgereinigt und zur Sequenzierung
geschicki.
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3.2.1 DNA-Isolierung
Die fur die PCR benétigte DNA wurde aus den eingefrorenen EDTA-Blutproben der

Patienten gewonnen.

Durch Zugabe von 10 ml Phenol zu 30 ml einer Isolations-Stammlésung wurde die
bendtigte DNA-Isolationslésung hergestellt. Die Zusammensetzung dieser Stamm-
I6sung ist in Tabelle 12 aufgezeigt.

Tabelle 12: Zusammensetzung der DNA-Isolations-Stammlésung

Reagenzien Menge
Harnstoff 369
Guanidiniumisothyoycyanat 70,80 ¢
SDS 1,09

Tris 0,72 g
Triton-X-100 400 pl
EDTA 1,116 g
Lithium-Chloride 16,8 ¢
H.O (bidest) ad 200 ml

Diese Isolations-Stammlésung wurde Uber Nacht auf dem Magnetrihrer gerthrt,
anschlieBend durch Papierfilter filtriert und bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

Isolierung der DNA

200 pl Vollblut wurden mit 600 ul der DNA-Isolationslésung gemischt und sorgfaltig
gevortext, anschlieBend wurde die Mischung aus Blut und Isolationslésung ca. 2
Minuten bei 13000 Rpm zentrifugiert. Ca. 800 ul des so entstehenden wassrigen
Uberstandes mit geléster DNA wurden mit einer Einweg-Transferpipette (1 ml) in ein
2 ml Eppendorf-Cup Uberfihrt und mit 750 ul Isopropanol durch vorsichtiges Umkip-
pen gemischt.

Auch diese Mischung wurde ca. 2 Minuten bei 13000 Rpm zentrifugiert und der ent-
standene Uberstand vorsichtig mit einer Wasserstrahl-Pumpe abgesaugt, wobei
darauf zu achten war, dass das DNA-Pellet nicht versehentlich mitabgesaugt wurde.
Zu dem Pellet wurden 1250 pl 70%iges Ethanol gegeben, das Ganze wurde erneut
2 Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt.
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Das so gewonnene DNA-Pellet trocknete Uber Nacht unter dem Abzug und wurde
am nachsten Tag in 350 pl H,O (Aqua ad iniectabilia) aufgenommen. Diese in Was-
ser geléste DNA konnte bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden.

3.2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Methode zur in-vitro Vervielfaltigung von
DNA-Fragmenten und wurde Mitte der 80er Jahre erstmals von Mullis und Faloona
beschrieben (Mullis und Faloona, 1987).

Das Prinzip der PCR

Die PCR beruht auf dem Prinzip der DNA-Replikation. Ein Amplifikations-Zyklus
besteht aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten, die je nach gewinschter
DNA-Menge wiederholt werden:

1. Denaturierung: durch Erwarmen auf 94°C wird die doppelstrangig vorliegende
DNA in Einzelstrange aufgeschmolzen

2. Primer-Annealing: nach Abklhlung lagern sich die fur das gewlnschte DNA-
Segment spezifischen Primer an zu ihnen komplementare Sequenzen auf den
DNA-Einzelstrangen an

Die optimale Annealing-Temperatur ist abh&ngig von der Sequenz der verwendeten
Primer. In dieser Arbeit wurden Annealing-Temperaturen von 62°C und 56°C ver-
wendet.

3. Strangverlangerung: Synthetisierung des gewilinschten DNA-Fragmentes mit Hilfe
einer thermostabilen DNA-Polymerase bei 72°C (Saiki et al., 1988)

Nested-PCR und Multiplex-PCR

Im menschlichen Genom gibt es viele Homologien, die es unter Umsténden er-
schweren, spezifisch ein bestimmtes DNA-Fragment aus der Gesamtheit der
menschlichen DNA zu amplifizieren. Um dieses Problem zu umgehen, wurde fir die
vorliegende Arbeit das Prinzip der Nested-PCR benutzt.

Hierbei wird zunachst ein gréBeres DNA-Teilstlick amplifiziert, das das gewtiinschte
Fragment enthélt. In einer zweiten PCR wird dann mit neuen Primern das ge-
winschte Fragment amplifiziert (Mullis et al., 1986).

Diese Methode hat 2 Vorteile: Zum einen wird das gewilnschte Fragment spezifi-
scher amplifiziert als bei einer "direkten" PCR, zum anderen erhalt man bei dieser
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Vorgehensweise deutlich mehr DNA zur weiteren Untersuchung als bei einer ein-
zelnen PCR.

Die erste PCR kann als Multiplex-PCR durchgefihrt werden, d.h. es werden mehre-
re gréBere Fragmente gleichzeitig in einer PCR vervielféltigt, aus denen dann je-
weils in der nachfolgenden Nested-PCR die gewlinschten kleineren Fragmente ein-

zeln amplifiziert werden kénnen.

Verwendete PCR-Reagenzien

Fir die einzelnen PCRs wurden folgende Reagenzien verwendet: 10x PCR(-MgCly)
Rxn Buffer, 50 mM MgCl,, Platinum Taq Polymerase, dNTP Set (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), H.O (steril), Betaine, DMSO und Glycerin 87%.

Aus den 4 Einzelbestandteilen des dNTP Sets wurde ein dNTP-Mix hergestellt, der
25 mM dNTPs enthielt, indem jeweils gleiche Mengen der 4 dNTPs miteinander
gemischt wurden.

Glycerol (Nagai et al., 1998), DMSO (Sun et al., 1993) und Betaine (Henke et al.,
1997) werden in der Literatur als Additive beschrieben, die zur Verbesserung der
PCR-Amplifikation fihren kénnen. Fir diese Arbeit wurden folgende Mischungen
hergestellt:

5 M Betaine : Glycerin 1:1

5 M Betaine : DMSO 1:1

DMSO : Glycerin 1:1

5 M Betaine : DMSO : Glycerin 1:1:1

Je nach Fragment wurden aus obigen Reagenzien unterschiedliche Mastermixe
(Ansatz jeweils flr mehrere PCRs) hergestellt und pro PCR 20 ul dieses Mastermi-
xes mit 5 ul DNA-Template gemischt (Einzelheiten s. Ergebnisteil).

Fir die vorgeschaltete erste PCR wurde die aus dem Vollblut isolierte und in H,O
aufgenommene Patienten-DNA als Template verwendet. Nach erfolgreicher PCR
wurden 150 pl HxO (steril) zu den 25 pl PCR-Ansatz gegeben. 5 pl dieser Mischung
dienten wiederum als Template fir die nachgeschaltete Nested-PCR.

Verwendete Primer

Die Sequenzen der untersuchten Fragmente entnahmen wir den Online-
Datenbanken "Bioinformatic Harvester" (KIT, 2010) sowie "Ensembl Genome Brow-
ser" (EBI und WTSI, 2010). Mit Hilfe des Computer-Programms "BioEdit Sequence
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Alignment Editor, Version 7.0.0." wurde anhand dieser Sequenzen die bendtigte
Primer-Sequenz bestimmt und dann bei der Firma Invitrogen bestellt. Die genaue
Angabe der Sequenzen erfolgt im Ergebnisteil.

Die gelieferten Primer wurden jeweils in H,O (steril) aufgenommen, so dass eine
Stock-Lésung mit 100 pmol entstand. Aus diesen Stock-Lésungen wurden die so-
genannten "working-solutions" hergestellt. Dazu wurden fir jedes Fragment jeweils
10 pl des Upstream- und des Downstream-Primers mit 680 pl H,O (steril) gemischt,
so dass eine 5 pmol Primer-Losung entstand.

Fidr die Multiplex-PCRs wurden jeweils gleiche Mengen der "working-solutions" der
gewulnschten Fragmente, die amplifiziert werden sollten, gemischt und als Primer-

Mix verwendet.

Gelelektrophorese der PCR

Die Produkte der Nested-PCR wurden mit 25 ul DNA-Auftragspuffer versetzt und
zur Uberpriifung in einem 2%igen Agarose-Gel aufgetrennt, das Rezept fiir dieses
Gel ist in Tabelle 13 aufgefihrt. Parallel wurde auf dem Gel ein DNA-
Langenstandard (PCR-Marker) aufgetragen, um die GréBe der amplifizierten Frag-

mente bestimmen zu kénnen.

Tabelle 13: Rezept 2%iges Agarose-Gel

Reagenzien Menge
Agarose 0,69
1 % TAE-Puffer ad 30 ml

In der Mikrowelle wurde der Puffer mit der Agarose kurz aufgekocht und anschlie-
Bend unter kaltem flieBendem Wasser wieder abgekuhlt. Nach Zugabe von 2 ul E-
thidiumbromid wurde das Gel in das vorbereitete Tray gegossen und der Kamm
konnte gesetzt werden. Nach Aushéarten des Gels wurde es bis zur weiteren Ver-
wendung bei +4°C aufbewahrt.

8 ul des PCR-Produkt+Auftragspuffer-Gemisches wurden auf dem Gel aufgetragen
und 30 Minuten bei konstanten 70 Volt aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel
unter einer UV-Lampe beurteilt und photographiert, das mit der DNA interkalierende
Ethidiumbromid diente dabei als Fluoreszenzfarbstoff.
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3.2.3 Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE)

Das Prinzip der DGGE

Die Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese, erstmals beschrieben von Fi-
scher und Lerman (Fischer und Lerman, 1979), ist eine hoch-sensitive Methode, die
DNA-Fragmente entsprechend ihres Schmelzverhaltens in einem Gradienten-Gel
(linear ansteigender Gradient aus Formamid und Harnstoff) auftrennt. Dieses
Schmelzverhalten der DNA ist in erster Linie sequenzabhangig, so dass sich mittels
der DGGE DNA-Fragmente differenzieren lassen, die sich nur in einem einzigen
Basenpaar unterscheiden.

In einem Acrylamid-Gel mit einem linear ansteigenden Gradienten aus Formamid
und Harnstoff wandern DNA-Fragmente bis an eine Position, an der die niedrigste
Schmelzdomaéne ihr Schmelztemperatur Ty, erreicht.

Diese Schmelztemperatur T, ist definiert als die Temperatur, bei der die DNA-
Doppelstrange zur Halfte dissoziiert sind, sie ist abhangig von der Sequenz des ent-
sprechenden Fragmentes, nicht von seiner Lange. Das Aufschmelzen des Doppel-
stranges kann sowohl durch steigende Temperaturen als auch durch eine steigende
Konzentration an Denaturans verursacht werden.

Die Konformationsanderung in einem Teil des untersuchten Fragmentes fiihrt zu
einer abrupt eingeschrankten Mobilitat ("mobility-shift") des gesamten Fragmentes
im Gel. Ein einziges Basenpaar Unterschied flhrt dazu, dass dieser mobility-shift an
unterschiedlichen Positionen im Gel stattfindet, so dass man Mutationen gegenlber
einem Wildtyp erkennen kann (Myers et al., 1987).

Die meisten Fragmente besitzen mehrere Schmelzdomanen mit unterschiedlicher
Schmelztemperatur, der mobility-shift erfolgt dann nach dem Aufschmelzen der
Doméanen mit der geringsten Schmelztemperatur, so dass nur Mutationen in diesen
Domanen das Wanderungsverhalten beeinflussen.

Um optimale DGGE-Ergebnisse zu erzielen missen zun&chst 2 Bedingungen erflllt
sein:

1. Das Fragment muss mehr als eine Schmelzdoméane haben, da es sonst nach
dem Aufschmelzen sofort in Einzelstrange zerfallen wiirde

2. Die zu untersuchende Region darf nicht in der Doméane mit der héchsten
Schmelztemperatur liegen, da nach Aufschmelzen dieser Doméane das Fragment in
Einzelstrange zerfallt
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Beide Bedingungen kénnen durch Einfigen einer GC-reichen Sequenz, GC-Clamp
genannt, an eines der Enden des untersuchten Fragmentes erreicht werden (Myers
et al., 1985), da GC-reiche Sequenzen eine sehr hohe Schmelztemperatur haben.
Dies erfolgt in einer der DGGE vorgeschalteten PCR, in der einer der beiden Primer
mit der GC-Clamp versehen wird, die im weiteren Verlauf der PCR in das Fragment
eingebaut und mit amplifiziert wird (Sheffield et al., 1989). Eine solche vorgeschalte-
te PCR hat weiterhin den Vorteil, dass auch kleinste Mengen an DNA fir die DGGE
ausreichen.

Der Effekt der GC-Clamp beziiglich der Herstellung optimaler Schmelzbedingungen
ist dabei abh&ngig von der Position des GC-Clamp (am 5°-oder am 3"-Ende).

Mit Hilfe eines Computer-Programms kann das zu erwartende Schmelzverhalten
des untersuchten Fragmentes simuliert werden, in dieser Arbeit verwendeten wir
dazu das Programm "Winmelt™, Version 2.0.10.0".

Aus dieser Simulation lasst sich einerseits ablesen, welches die optimale Lage und
Lange des GC-Clamps ist, andererseits erkennt man so den theoretisch optimalen
Gradienten fUr das untersuchte Fragment.

Doppel-Gradienten-DGGE (DG-DGGE)

Fir bestmégliche DGGE-Ergebnisse muss fir jedes untersuchte Fragment sowohl
der optimale Gradient als auch die optimale Laufzeit individuell bestimmt werden.
Lange Laufzeiten, die besonders fur die Unterscheidung von Homo- und Hetero-
duplexen von Bedeutung sind, kébnnen zu unscharfen Banden und Geschmier flih-
ren. Ein Porositatsgradient kann diese Banden-Ausbreitung unterdriicken und so zu
scharfen Banden auch bei langer Laufzeit fuhren (Cremonesi et al., 1997; Cremo-
nesi et al., 1999).

Bei der Doppel-Gradienten-DGGE wird dazu Uber den linearen Gradienten aus
Formamid und Harnstoff ein zweiter Gradient aus Acrylamid gelegt. Durch diesen
zweiten Gradienten ist es mdglich, fur alle Fragmente die gleiche Laufzeit zu ver-

wenden.

Verwendete Puffer und Gel-Lésungen

Der Puffertank, in dem die DGGE-Gele wahrend der Elektrophorese bei konstanten
Temperatur stehen, wurde mit einem 1x TAE-Puffer beflllt. Dieser wurde durch Zu-
gabe von H,O (bidest) zu einem 50x TAE-Puffer hergestellt.

Folgende Reagenzien werden fur die Herstellung von DGGE-Gelen bendétigt: Acry-
lamid, 50x TAE-Puffer, Glycerol (ultrapure), Harnstoff, Formamid, H.O (bidest), 10%
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APS und TEMED. Eine genaue Auflistung der Gelzusammensetzungen erfolgt im
Ergebnisteil.

Herstellung von Parallelen DG-DGGE-Gelen

Zur Herstellung von 2 Gradienten-Gelen werden 3 Glasplatten (1 AuBenplatte, 1
Zwischenplatte und 1 Innenplatte), 4 Spacer a 1 mm, 2 sog. Sandwich-Klammern
sowie 2 Kamme mit je 48 Zahnen bendétigt. Die Glasplatten, die Spacer und die
Kéamme wurden zunédchst unter flieBendem Wasser abgespult und nach dem Trock-
nen mit Ethanol gereinigt.

Die Spacer wurden als Abstandhalter zwischen die Glasplatten gelegt, das ganze
mit den Sandwich-Klammern fixiert und im GieBstander positioniert. Vor dem Gie-
Ben der Gele wurden die so entstandenen Gel-Kammern mit H,O (bidest) auf Dich-
tigkeit gepruft.

Zur Herstellung eines DGGE-Gels benétigt man je 15 ml zweier Denaturans-
Lésungen, die unmittelbar vor dem GieBen mit je 100 ul des 10%igen APS sowie
10 pl des Temed als Polymerisationsinitiatoren bzw. -Katalysatoren gemischt wer-
den.

Die Lésungen wurden in die zwei Kammern eines Gradienten-Mischers gegeben
und von dort mittels einer peristaltischen Pumpe in die Gel-Kammer geleitet, dabei
wurde der héher konzentrierten Gel-Lésung kontinuierlich die niedriger konzentrierte
Lésung beigemischt, so dass ein von unten nach oben hin abnehmender Gradient
entstand. Der obere Zentimeter der Gel-Kammer wurde frei gelassen und nach Po-
lymerisation des Geles mit der Stacking-Lésung beflllt, in die der Kamm gesetzt
wurde.

Far 1 Kamm benétigte man 2,5 ml Stacking-Lésung, 25 ul APS und 2,5 ul Temed.
Die fertigen Gele konnten nach Herstellung bis zu 1 Woche bei +4°C aufbewahrt

werden.

Gel-Lauf

Der Puffer-Tank wurde mit 5 Liter 1x TAE-Puffer befilllt. Uber eine angeschlossene
Pumpe sowie einen Thermostat wurde das Puffer-System auf 50°C bzw. 60°C er-
warmt. Die peristaltische Pumpe sorgte wéahrend des gesamten Laufes fir einen
standigen Austausch des Puffers und damit fir konstante Temperaturverhaltnisse.

Die KAmme wurden vorsichtig gezogen und die fertigen Gele in die Elektrophorese-
Einheit eingespannt. Nachdem das System mit H,O (bidest) auf Dichtigkeit geprift
worden war, wurde es mit 1x TAE-Puffer befillt und die Taschen mit diesem Puffer
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gespult, um nicht polymerisierte Gel-L6sung und schnell kristallisierenden Harnstoff
zu entfernen. AnschlieBend erfolgte das Auftragen der Proben (PCR-Produkte, mit
Auftragspuffer gemischt). Nach dem Auftragen der Proben wurde die Elektrophore-

se-Einheit in den Puffer-Tank gestellt und die Elektrophorese gestartet. Abbildung 8
zeigt den Aufbau des DGGE-Systems.

Pufferpumpe |

—

Puffertank

Abbildung 8: Darstellung des DGGE-Systems, mit dem alle DGGEs dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden

Auswertung der DGGE-Gele

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele 10-15 min. in einer Ethidi-
umbromid-Lésung (25 pl Ethidiumbromid auf 400 ml H,O(bidest)) auf einem Schitt-
ler gefarbt, anschlieBend 10 min. in H,O (bidest) wieder entfarbt.

Unter UV-Licht wurde das Gel beurteilt und anschlieBend photographiert, das Ethi-
diumbromid diente dabei als interkalierender Farbstoff.
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3.2.4 Mutationsdetektion, Sequenzierung

Von jedem untersuchten Fragment wurden die auffalligen Proben sowie je mindes-
tens eine unaufféllige Probe als Wildtyp zur Sequenzierung an die Firma Seqlab
geschickt.

Aufreinigung der DNA-Proben

Zur Aufreinigung der Proben wurde das "QIAEX Il Gel Extraction Kit" (Firma Qia-
gen) verwendet, das folgende Reagenzien enthalt: Buffer QX1 Solubilization buffer
100 ml, Qiaex Il Suspension 500 pl und Buffer PE Wash buffer 20 ml concentrate.

10-15 pl des mit Auftragspuffer versetzen PCR-Produktes der zu untersuchenden
Probe wurden in einem 2%igen Agarose-Gel bei konstanten 70 Volt mindestens 45
Minuten aufgetrennt. AnschlieBend wurden unter UV-Licht (bei mdglichst kurzer
Belichtungszeit, da sonst die Gefahr der Bildung von Thymin-Dimeren besteht) die
entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und jeweils in ein 1,5 ml
Eppendorf-Cup gegeben.

Diese Agarose-Stlcke wurden gewogen und flr je 10 mg Agarose wurden 20 pl des
Buffer QX1 in das Eppendorf-Cup hinzugefligt, mindestens jedoch 200 pul. Zu die-
sem Gemisch wurden 10 pl der Qiaex Il Suspension hinzugegeben, an diese Glas-
matrix bindet die DNA.

Um die Agarose in dem Puffer zu lI6sen wurde das Gemisch bis zur Lésung ab-
wechselnd gevortext und ruhen gelassen, anschlieBend wurde diese Lésung ca. 15
Sekunden bei 13000 Rpm zentrifugiert und der so entstandene Uberstand mit der
Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Um auch letzte Reste der Agarose zu entfernen wurden noch einmal 500 pl des
Buffer QX1 in das Eppendorf-Cup gegeben, es wurde gevortext, anschlieBend
zentrifugiert und der Uberstand wieder mit der Wasserstrahlpumpe entfernt.

Das so entstandene Pellet wurde anschlieBend zweimal mit dem Buffer PE gewa-
schen, dazu wurden jeweils 500 ul des Puffers zu dem Pellet gegeben, das ganze
wurde gevortext, zentrifugiert und mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Nach Trocknen des Pellets wurde es in H,O (steril) aufgenommen, gevortext und
nach kurzem Stehenlassen abzentrifugiert, wodurch sich die DNA von der Glasmat-
rix 16st und nun frei im Uberstand gelést ist.

5 ul dieses Uberstandes wurden fiir die Sequenzierung gebraucht, der Rest wurde
bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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Vorbereitung zur Sequenzierung

Die Firma Seqglab bendtigt einen der beiden verwendeten Primer zum Start der Se-
guenzierungsreaktion.

Zunachst wurden 2 pl der jeweiligen Stock-Lésung des Primers ohne GC-Clamp mit
10 ul HO (steril) versetzt, so dass eine Lésung mit 10 pmol/ul entstand.

Die Sequenzierung erfordert 20 pmol Primer in insgesamt 7 pl Volumen, so dass
2 pl der obigen Primer-Lésung mit 5 pl der DNA-L&ésung zusammen in ein 200 pl
Cup mit flachem Deckel gegeben wurden. Dieses Gemisch wurde dann an die Fir-
ma Seqlab zur Sequenzierung geschickt.

Beurteilung der Sequenzierungen

Die Auswertung und Analyse dieser Sequenzierungen erfolgte mit dem Computer-
programm "Bio Edit Sequence Alignment Editor, Version 7.0.0". Es wurde jeweils
ein Alignment der sequenzierten Probe mit den Wildtyp-Sequenz aus den Online-
Datenbanken des "Bioinformatic Harvester" (KIT, 2010) und des "Ensembl Genome
Browsers" (EBI und WTSI, 2010) durchgefihrt.

3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Tabellenkalkulationspro-
gramm Excel unter Einsatz des Zusatzpaketes WinSTAT flr Excel. Folgende Daten
wurden, soweit verfligbar, aus der Datenbank der Marburger KHK-Praventions-
Projektes erhoben: Alter, Geschlecht, BMI, Triglyzeride, Gesamt-Cholesterin, LDL-
Cholesterin, HDL-Cholesterin sowie das Vorliegen einer KHK, einer arteriellen Hy-
pertonie oder eines Diabetes mellitus. Fur die einzelnen erfassten metrischen Pa-
rameter wurden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung sowie das 95.
Konfidenzintervall berechnet, flr kategoriale Parameter wurden die absoluten sowie
relativen Haufigkeiten bestimmt. Mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Testes flr konti-
nuierliche Variablen sowie des Chi-Quadrat-Testes fir stetige Variablen wurden die
Parameter auf Normalverteilung geprift, sofern die jeweilige GruppengrdBe eine
schlieBende Statistik zulieB. Bei Vorliegen von Normalverteilung erfolgte der Ver-
gleich der Daten untereinander mit einem 2-seitigen T-Test flir unabhangige Stich-
proben, die Ubrigen Daten wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Testes verglichen.
Haufigkeiten bzgl. Diagnosen und Geschlecht wurden mit Kreuztabellen sowie dem
Chi-Quadrat-Test nach Pearson oder dem exakten Fisher-Test auf Zusammenhén-
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ge mit dem jeweiligen Genotyp Uberprift. Statistische Signifikanz wurde angenom-
men bei einem p-Wert < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Studiendesign

Alle Patienten wurden konsekutiv aus dem Kollektiv der Marburger-KHK-
Praventions-Allianz rekrutiert, alle hatten der Durchflihrung dieser Studie zuge-
stimmt. Ein Votum zur Durchfihrung von Studien in diesem Kollektiv wurde von der
Ethikkommission der Philipps-Universitdt Marburg erteilt (Aktenzeichen Studie:
10/03). Die Einschlusskriterien fur die Fallgruppe waren Triglyzeride > 150 mg/dl
und ein BMI < 25 kg/m?, fiir die Kontrollgruppe Triglyzeride < 150 mg/dl und ein BMI
< 25 kg/m?.

Die Fallgruppe umfasste 134 Patienten, die Kontrollgruppe 130 Patienten.

Wie bereits im Methodenteil dargestellt, wurde die DNA der Patienten zunachst aus
den vorliegenden Vollblut-Proben isoliert und mittels PCR vervielfaltigt. Das Mutati-
onsscreening erfolgte mit der DGGE, aufféllige Proben wurden anschlieBend se-
quenziert. Die erhobenen Daten aus der Datenbank der Marburger KHK-
Praventions-Allianz wurden mithilfe statistischer Tests auf statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Mutationstragern und Wildtypen untersucht.

4.2 Untersuchte Sequenzen

Die Sequenzen des Promotors der Lipoproteinlipase sowie der Hepatic Control Re-
gions (HCR) und Multienhancer (ME) des Apolipoprotein E entnahmen wir den Onli-
ne-Datenbanken des "Bioinformatic Harvester" (KIT, 2010) und des "Ensembl Ge-
nome Browsers" (EBI und WTSI, 2010).

4.2.1 Apolipoprotein E (Apo E)

In den Hepatozyten der Leber, wo der gréBte Teil des Apolipoproteins E produziert
wird, kontrollieren 2 Hepatic Control Regions (HCR) die ApoE-Genexpression. In
den Adipozyten des Fettgewebes dagegen erfolgte dies durch 2 Multienhancer (ME)
(s. 1.2.2). Bei Stérungen bzw. Veranderungen der Funktion dieser regulatorischen
Elemente z.B. durch funktionell relevante Mutationen bzw. komplettes Fehlen der
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Sequenzen ist die Expression von Apo E gestért mit vielfaltigen Folgen auf den
Stoffwechsel. Alle 4 Sequenzen liegen relativ weit vom Gen des Apo E entfernt und
beeinflussen auch die Expression der anderen Gene des Clusters (Apo C-I, C-I’, C-
IV, C-Il). Bedingt durch ihre wahrscheinliche Entwicklung durch Genduplikation sind
die Sequenzen von HCR1 und HCR2 sowie ME1 und ME2 zu einem groBen Tell
homolog.

Die fur die Leber-spezifische Expression funktionell wichtige Region in HCR1 um-
fasst 321 bp (Basen 5-325) (Dang et al., 1995), HCR2 enthalt eine zu ca. 85% ho-
mologe Region (Allan et al., 1995b). Innerhalb dieser Region finden sich wichtige
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren wie z.B. das leberspezifische Motif
TGTTTGC oder Bindungsstellen fir HNF3 oder HNF4. Benachbart zu HCR1 befin-
det sich eine Alu Sequenz (ab Position 525), diese repetitiven DNA-Sequenzen fin-
den sich haufig im menschlichen Genom, sie hat jedoch wie auch die dazwischen-
liegenden Basen keine tragende Rolle fur die Expression, obwohl auch sie Bin-
dungsstellen fur Transkriptionsfaktoren enthalten. Abbildung 9 zeigt die starke Ho-
mologie von HCR1 und HCR2.

HCR1
HCR2
1
HCR1 AGGCTCXer\elelo/Ne7XoFNEle TT T8 T GGGQUACCC TGCCCCCTTC FACCSCTEA
HCR2 AGGCT O TTTYPT GGG(eCEeCCC TGCCCCCTTC [EACQICTIA
61

HCR1 GTTC{ATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GTRAG AASEARCTTC
HCR2 GTTC@ATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GT(ELATG AAEABCTTC
121
HCR1 AGCCET@ EGTCCC% ATGGGCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AA%
Tde @

HCR2 AGCC GTCCC ATGGGCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AA
181
HCR1 CCTCCCTGCC TGCTGACCTT GGAGEGG CAGAGGTCAG AGACCTQIGGGCCCAEeC
HCR2 CCTCCCTGCG TGCTGACCTT GGA G CAGAGGTCAG AGACCTIIGGGCCCARC
241
HCR1 CA(eTCCAAC ATCEICTOGA @COCTTGGA TTT @GGTGGA GAGR&ECAGA GGTTGTCCTG
HCR2 CAQTCCAAC ATC(eCTUGA CTTGGY TTT gGGTGGA GA CAGA GGTTGTCCTG
301
HCR1 G(ETGGTHA GGTAGTGTGA GAGGG
HCR2 G(OTGGTGA GGTAGTGTGA GAGGG
361
HCR1
HCR2
421
HCR1
HCR2

Abbildung 9: Homologie Apo E HCR1 und HCR2, jeweils mit flankierenden Sequenzen,
funktionell wichtige Region in schwarz, Sequenzunterschiede sind schwarz hinterlegt (EBI
und WTSI, 2010), Nummerierung nach (Dang und Taylor, 1996)
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ME1 und ME2 unterscheiden sich nur durch 29 Basenpaare und sind damit zu 95%
homolog, Abbildung 10 zeigt diese Homologie. ME1 ist insgesamt 620 bp lang, ME2
619 bp. In beiden Fragmenten finden sich zahlreiche Bindungsstellen fir Transkrip-

tionsfaktoren wie LXR, GR und C/EBP (s. 1.2.2).

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

ME1
ME2

1

AGTAGCCCCGTCTTTGCCC CT[€CTGAGC CCTACTGGAT GTTCTTGGRTGEGACAGT
aCTGAGC CCTACTGGAT GTTCTTGG[eTIGACAGT

AGTAGCCCC
61

TCTTTGCCC CT

TTCCCCATCT ATTAABAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGATGAGGTT G
121

TTCCCCATCT ATTA@GA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGATGAGGTT Gde@ A
A é@w@

GAGCATTGTT AGCTATTCT TGTGGETQ] GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTT
a1 € GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTT

GAGCATTGTT A
181

CTATTCT TGTGG

(TGCTGGG GTT(eG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG EATAGGG ACTGGAAG(C
Q A AGGG ACTGGAAG(

al GCTGGG
241

GTT@RG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG

CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGECTAITC
301

CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGECTAIT C@TTTCA
@

CAACCATCCC CCT G GGCACAAGGC CA

361

CCA GGCTGACACG TGG

CAACCATCCC CCTECCA GGCTGACACG TGG}E%G GGCACAAGGC CA%;&CT

AGAGTCTGAG GBGGEGA GGACACCCTC CCOEAGCT GCCAGGGTCA CTGGCGGT
geie; AGCT GCCAGGGTCA CTGGCGGT

AGAGTCTGAG G
421

GA GGACACCCTC CC

AAGGCAGCTG GTGGGGAABAI TGGACTC CAGQITGGG GGACGGATAIGTGATGGT(
GGG GGACGGATGEGTGATGGT(

AAGGCAGCTG GTGGGGA TGGACTC CAG

481

GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGRBEGBGAGGGTGAA T
541

GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA AGATACA

GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA CCATACA
601

CAGAGCTTTG CAGCT{€AG

CAGAGCTTTG CAGCTRAEG

GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAG(EEGBGAGGGTGAA T@GCAGA TAGAGTGTT
€,

TTTCA

aCT

GCAGA TAGAGTGTT

i

GG
GG
LT
LT

[CA
[CA

\"FAAF)

==

Abbildung 10: Homologie Apo E ME1 und ME2, jeweils mit flankierenden Sequenzen,

ME1 bzw. ME2 in schwarz, Sequenzunterschiede sind schwarz hinterlegt (Shih et al., 2000;

EBI und WTSI, 2010)

4.2.2 Lipoproteinlipase (LPL)

Die Expression der LPL wird durch ihren Promotor gesteuert, s. Punkt 1.3.3. Er ent-
halt zahlreiche regulatorische Elemente, die teilweise die basale Expression, teil-
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weise aber auch die ligandenvermittelte Expression vermitteln. Wir haben uns in
dieser Arbeit auf die ersten ca. 800 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart be-
schrankt, in denen sich die wichtigsten Elemente befinden, welche in Abbildung 11
dargestellt sind.

-780 TAG TGGACACTTT AAATGGAATC
Lp-a
-720 ATACAATATG TGTCTTTTGC GACTATCTTC TTTCACTTAT CATAAKNA TACGETTTA

-660 GATTATTTGA CCTCGATGTT CTGCCTCTGA ACATAAAATA TTATTGT ATTCCTTGAT

-600 GAGTTTGAGG ATTGAGAATA ATTTGCATGA GACAAAAATT AGAAGTITTAGAGCAAGT
CCAAT- box

-540 AGGCTTTTCT CCATCACATA AGCTGATCCA TCTTGCCBATAAAACAC CAGATTGTAC
LP- B
-480 AAGCACAAGC TGGGACGCAA TGTGTGTCCC TCTATCCCTA CATMBAECGGGGGTGG

-420 GGATGGGGTG CGGGGTGAGT GAGGGAGGAC TGCAAGAG

-360

-300

-240 TAGAGTG GAACCCCTTA AGCTAAGCGA ACAGGAGCCT AACAAAG

PPRE
-180 ATTTTTCCGT CTGCCCTTTC CCCCTTCT CGTTGGCAGG GTTGATCCTC ATTACTGTT|
SRE CCAAT- box

-120 GCTCAAACGT TTAGAAGTGA ATTTAGGTCC CTCCCCATIHATGATTT TATAGCCAAT

Cct amer

-60 AGGTGATGAG GTTTATTTGC ATTTCCAG TCACATAAGC @&

+1

Abbildung 11: Lipoproteinlipase Promotor; wichtige regulatorische Sequenzen sind mar-
kiert, schwarz: untersuchte Fragmente; grau: nicht untersuchte Fragmente, (Deeb und Peng,
1989; Kirchgessner et al., 1989a; Enerback et al., 1992; Preiss-Landl et al., 2002; Merkel et
al., 2002a)

Fir die Mutations-Analyse mit der DGGE ist das Schmelzverhalten der DNA- Frag-
mente von groBer Bedeutung (s. Punkt 3.2.3), dieses wiederum ist abhdngig von
ihrer Sequenz. Um optimale Ergebnisse zu erzielen, unterteilten wir den zu untersu-
chenden DNA-Bereich des LPL-Promotor daher in 2 Fragmente, die unabhéngig
voneinander untersucht wurden. Das 1. Fragmente (LPL-P1) enthélt die Basen von
Position -743 bis -383 mit den regulatorischen Elementen LP-a und LP-3, das 2.
Fragment erstreckt sich von Position -272 bis -20 und enthalt weitere wichtige regu-
latorische Sequenzen.

CAA

T
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Mit diesen beiden Fragmenten werden die meisten der in der von uns ausgewerte-

ten Literatur beschriebenen regulatorischen Elemente abgedeckt.

4.3 PCR

4.3.1 Primerdesign

Die Homologie von HCR1 und 2 sowie ME1 und 2 des Apolipoprotein E erschwert

es, Primer zu designen, die zur spezifischen Amplifikation des gewlnschten Frag-

mentes flihren. Besonders fiir solche Fragmente bietet sich eine Nested-PCR-

Amplifikationsstrategie an, in der zunachst ein gréBeres Fragment amplifiziert wird,

fir das man effektivere Primer finden kann, um dann in einem zweiten Schritt das

gewulnschte Fragment in groBerer Menge spezifisch zu amplifizieren. Bedingt durch

diese Umstande umfassen die von uns untersuchten Fragmente mehr Basen als nur

die funktionell relevanten Regionen.

Auch fir die Fragmente des LPL-Promotors wurde das Prinzip der Nested-PCR

angewendet. Dazu wurden LPL-P1 und -P2 zun&chst in einer gemeinsamen PCR in

einem einzigen Fragment amplifiziert, um eine méglichst groBe Menge an DNA fir

die nachfolgende DGGE zu gewinnen.

In Tabelle 14 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer aufgeflhrt.

Tabelle 14: verwendete Primer

AC

Frag- Frag- Primer-Lokalisation Primer-Sequenz
ment ment-
lange
Apo E | 962 bp auBere PCR downstream 5'-3’ TGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGG
ME1 éuBere PCR upstream 5'-3' CGAGCGTGGTGGCGCATG
723 bp | Nested-PCR downstream 5'-3': *TGCAACCAGC
CAGCCTGGTGGGACAG

Nested-PCR upstream 5'-3':
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Frag- Frag- Primer-Lokalisation Primer-Sequenz
ment ment-
lange
Apo E | 967 bp | duBere PCR downstream 5'-3' CACCTAGGCCTCCCAAAGTGCACAGAT
ME2 auBere PCR upstream 5'-3' TGAGCGTGGTGGCGCACA
721 bp | Nested-PCR downstream 5'-3': *TGCGCCCAGT
Nested-PCR upstream 5'-3': TGGTGAGACAGAGTG
Apo E | 779 bp | duBere PCR downstream 5'-3' TCTTTTTTACCCTAGACTTTCCTACC
HCR1 auBere PCR upstream 5'-3' GGAGGCTGAGGCAGGGGAAGGTTGTG
647 bp | Nested-PCR downstream 5'-3’ GATTCAGACTAGGGCC
Nested-PCR upstream 5'-3' "CAGAGCAAAC
Apo E | 777 bp | duBere PCR downstream 5'-3' CCTTTTTTACCCCAGCCTTCCCTGCA
HCR2 auBere PCR upstream 5'-3' CTTGAACCCGGGAGGTGGAGTTGGCA
645 bp | Nested-PCR downstream 5'-3' GATTCAGACCAGGGTA
Nested-PCR upstream 5'-3' "CAGAGTGAGA
LPL- 1013 auBere PCR downstream 5'-3' GTAATCTAGAACATTGTCATC
Multiplex | bp auBere PCR upstream 5'-3' CGCGGACCGACTGATGAGCC
LPL-P1 | 389bp | Nested-PCR downstream 5'-3' “TTGTGGACACTTTAAATGGAAT
Nested-PCR upstream 5'-3' CACTTGCAGTCCTCCCTCACTCAC
LPL-P2 | 263 bp | Nested-PCR downstream 5'-3' TAGAGTGGAACCCCTTAAGCTA
Nested-PCR upstream 5'-3' PGGCTGCTTATGTGACTGGAAATA
#GC-Clamp1 (52 bp): CgceegeegegececgegeeegTeccgecgeccecgeccgeggeCeceecC C

b .
GC-Clamp2 (52 bp): GGgggggGyccgegggegggggcggegggAcgggegeggggegeggeggge G

4.3.2 Bestimmung der optimalen PCR-Bedingungen

Fir jedes untersuchte Fragment wurden zungchst die jeweils optimale Zusammen-
setzung des Mastermixes sowie die optimale Annealing-Temperatur fur die Primer
experimentell evaluiert. Hierzu fihrten wir PCRs mit unterschiedlichen Bedingungen
durch, in dem wir einerseits die Zusammensetzung des Mastermixes veranderten
und andererseits die Primer-Annealing-Temperaturen zwischen 56 °C und 62°C vari-
ierten. Tabelle 15 zeigt die verschiedenen getesteten PCR-Bedingungen, Tabelle 16
die beiden verwendeten Programme des Thermalcyclers.
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Tabelle 15: getestete PCR-Bedingungen, Ansatz jeweils fiir 1 PCR

Reagenzien Menge in pl

10x PCR Buffer 25 ] 25 [ 25 | 25 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

DMSO/Glycerol 1:1 2,5

Betaine 2,5 2,5

Betaine/Glycerol 1:1 2,5 2,5

Betaine/DMSO 1:1 2,5 2,5

Betaine/DMSO/ 2,5 2,5

Glycerol 1:1:1

50 mM MgCl, 15 | 075 | 1,16 | 1,5 1,5 1,5 15 | 0,75 | 0,75 | 0,75 0,75

25 mM dNTPs 02| 02 |02 02 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

5 pmol Primer 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

H.0 10,7 | 11,45 | 895 | 8,2 8,2 8,2 82 | 895 | 895 | 8,95 8,95

Taqg Polymerase 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Bedingung | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Tabelle 16: benutzte Programme des Thermalcyclers fiir die PCR

Programmschritt Programm 1 Programm 2

1 94 °C fiir 5 Min. 94 °C fir 5 Min.

2 Denaturierung 94°C fiir 20 Sekunden 94°C fur 20 Sekunden

3 Annealing 56°C fur 30 Sekunden 62°C fir 30 Sekunden

4 Extension 72°C far 3 Minuten 72°C far 3 Minuten

5 go to 2 44 times go to 2 44 times

6 20°C fir 5 Minuten 20°C far 5 Minuten

7 Ende Ende

4.3.3 Amplifizierung der Fragmente

Fdr die schlussendlich durchgefiihrten Experimente wurden die im folgenden Ab-

schnitt beschriebenen Bedingungen verwendet, da sie in den PCR-Evaluierungs-

Experimenten die besten Ergebnisse lieferten.

Ampilifizierung von HCR1, HCR2, ME1 und ME2 des Apolipoprotein E

Alle 4 Fragmente wurden zunéchst in einer gemeinsamen Multiplex-PCR vervielfal-

tigt, dazu wurde die Bedingung 10 sowie das Programm 1 mit einer Annealing-

Temperatur von 56°C verwendet (s.0.). In der Primer-L6sung befanden sich neben
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den Primern flr die Apo E Fragmente zu gleichen Anteilen auch Primer fiir folgende
weitere Fragmente: Promotor des Apolipoproteins A-I, Promotor des Apolipoproteins
A-1V, Enhancer des Apolipoproteins C-lll. Diese Sequenzen wurden zeitgleich eben-
falls in unserer Arbeitsgruppe untersucht (Daten noch nicht veréffentlicht).

Das Produkt der Multiplex-PCR wurde in 150 pl H,O (steril) aufgenommen und sorg-
faltig gevortext.

Die Nested-PCRs, in denen der GC-Clamp fir die DGGE zu den Sequenzen hinzu-
gefugt wurde, wurden ebenfalls mit dem Programm 1 durchgefuhrt, fir die Fragmen-
te HCR1, HCR2 und ME1 wurde die Bedingung 1 verwendet, fir ME2 Bedingung 2.

Nach erfolgter PCR wurden die amplifizierten Fragmente in einem analytischen A-
garosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf ihre korrekte Fragmentlange tber-
prift. Die Ergebnisse der Agarose-Gel-Elektrophorese sind in den folgenden Abbil-
dungen 12-15 aufgezeigt.

1000 bp
750 bp

500 bp

1000 bp
750 bp
500 bp
300 bp

300 bp 150 bp

150 bp

Abbildung 12: Apo E HCR1 (647 bp) Abbildung 13: Apo E HCR2 (645 bp)

1000 bp
750 bp 1(7’(5’2 EP
p

500 bp
500 bp

300 bp
300 bp

150 bp

150 bp

Abbildung 14: Apo E ME1 (723 bp) Abbildung 15: Apo E ME2 (721 bp)
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Amplifizierung von LPL-P1 und LPL-P2 der Lipoproteinlipase

Da die beiden untersuchten Fragmente des Promotors der Lipoproteinlipase sehr
nah beieinander liegen, wurden sie in der ersten PCR in einem einzigen Fragment
amplifiziert. Als Primer wurde die "working-solution" fir LPL verwendet, der Master-
mix entsprach Bedingung 1 und die Annealing-Temperatur betrug 56°C (Pro-
gramm 1).

Auch dieses Produkt wurde mit 150ul H,O (steril) verdinnt und vor dem weiteren
Gebrauch sorgféltig gevortext. Die Nested-PCR erfolgte fir LPL-P1 und LPL-P2
jeweils mit Programm 2 und dem Mastermix der Bedingung 1.

Auch diese PCRs wurden mit einer Agarose-Gel-Elekirophorese tberprift, die Er-
gebnisse sind in den folgenden Abbildungen 16 und 17 dargestellt.

1000 bp
750 bp
500 bp
300 bp
150 bp

50 bp

1000 bp
750 bp

500 bp
300 bp

150 bp
50 bp

Abbildung 16: LPL-P1 (389 bp) Abbildung 17: LPL-P2 (263 bp)

4.4 DGGE

4.4.1 Schmelzkurven der untersuchten Fragmente

Wie bereits unter Punkt 3.2.3 dargestellt wurde, ist es fir die Mutationsdetektion
mithilfe der DGGE wichtig, dass die zu untersuchende Region nicht in der Doméane
mit der héchsten Schmelztemperatur liegt. Durch Anfligen eines GC-Clamps an das
Fragment konnte dies in allen 6 untersuchten Fragmenten erreicht werden. Mit Hilfe
des Computer-Programms Winmelt™ stellten wir das zu erwartende Schmelzverhal-
ten der Fragmente dar, exemplarisch zeigen die Abbildungen 18 und 19 den Gra-
phen des Fragmentes Apo E ME1 einmal vor und einmal nach Einfigen eines GC-

Clamps.
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120.0 Melting temperature (°C)
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Abbildung 18: Schmelzkurve von ME1 vor Einfligen eines GC-Clamps

120.0 Melting temperature (°C)
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40.0+
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1 146 291 436 581 726
Sequence position (bp)

Abbildung 19: Schmelzkurve von ME1 nach Einfligen eines GC-Clamps

In der Abbildung 19 l&sst sich sehr schén erkennen, dass der GroBteil des Frag-
mentes durch Anfligen eines GC-Clamps eine gemeinsame Schmelzdomane erhalt,
so dass Basensubstitutionen innerhalb dieses Bereiches gut zu erkennen sein
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mussten. Im Bereich des GC-Clamps ist die bendtigte Schmelztemperatur deutlich
héher als im restlichen Fragment, so dass ein komplettes Aufschmelzen des Frag-

mentes verhindert wird.

4.4.2 Bestimmung der optimalen DGGE-Bedingungen

Die Computer-Simulation mit Winmelt™ zeigt den theoretisch optimalen Gradienten
fir die DGGE der einzelnen Fragmente, es gibt jedoch noch zahlreiche andere Ein-
flussfaktoren, die in der Simulation nicht berlcksichtigt werden. Um auch in der Pra-
xis das bestmdgliche Ergebnis zu erzielen wurden zu Beginn der Arbeit zunachst
einige Versuche mit unterschiedlichen Gel- und Elektrophorese-Bedingungen
durchgefuhrt. Diese sind in den nachfolgenden Tabellen 17 und 18 zusammenge-
fasst.

Tabelle 17: getestete Gel-Bedingungen fiir die DGGE-Analysen

Denaturans-Gradient Acrylamid-Gehalt bzw.
Acrylamid-Gradient
0-80% 4%
0-80% 6%
0-80% 6-10%
30-50% 8%
30-50 % 9%
50-65% 6-10%
50-65% 7,5%
50-65% 8%
50-65% 9%
60-70% 6%
60-70% 6-10%

Tabelle 18: getestete Elektrophorese-Bedingungen

Volt (V) Zeit (h) Temperatur (°C)
120 6 50
120 6 60
120 7 60
120 8 50
170 6 60
200 6 50
200 6 60
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Zusatzlich zu den oben angegebenen untersuchten DGGE-Parametern variierten
wir noch die jeweils applizierte PCR- Probenmenge zwischen 5 pl, 10 ul, 15 pl und
20 pl.

Fir jedes Fragment wurden so die optimalen Bedingungen in Evaluierungs-

Experimenten ermittelt. Die folgenden Tabellen 19-22 zeigen die fir unsere Frag-
mente bendtigten Gelldsungen.

Tabelle 19: Zusammensetzung 0% denaturierende Lésung mit 6% Acrylamid

Reagenzien Menge
Acrylamid 15 ml
50x TAE-Puffer 2ml
Glycerol (ultra pure) 10 ml
H.O (bidest) ad 100 ml

Tabelle 20: Zusammensetzung 80% denaturierende L6sung mit 10% Acrylamid

Reagenzien Menge
Harnstoff 33,69
Formamid 32 ml
Acrylamid 25 mi
50x TAE-Puffer 2ml
Glycerol (ultra pure) 10 ml
H>O (bidest) ad 100 ml

Tabelle 21: Zusammensetzung 60% denaturierende Lésung mit 6% Acrylamid

Reagenzien Menge
Harnstoff 25,2 ¢
Formamid 24 ml
Acrylamid 15 ml
50x TAE-Puffer 2ml
Glycerol (ultra pure) 10 ml
H.O (bidest) ad 100 ml
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Tabelle 22: Zusammensetzung 70% denaturierende L6sung mit 10% Acrylamid

Reagenzien Menge
Harnstoff 29,4 g
Formamid 28 ml
Acrylamid 25 ml
50x TAE-Puffer 2ml
Glycerol (ultra pure) 10 ml
H>O (bidest) ad 100 ml

Die Lésungen wurden gemischt, filtriert (Filter: Minisartd 0,2 ul) und anschlieBend

bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Flr den oberen Bereich des Geles, in dem sich die Taschen fir die Proben befin-
den, wurde eine extra Stacking-Lésung mit hohem Acrylamid-Gehalt hergestellt, die
es erleichterte, den Kamm zu ziehen ohne die Taschen zu beschédigen. Tabelle 23
zeigt das hierflr benétigte Rezept.

Tabelle 23: Zusammensetzung Stacking (0% Denaturans, 10% Acrylamid)

Reagenzien Menge
Acrylamid 25 mi

50x TAE-Puffer 2ml
Glycerol (ultra pure) 10 ml
H.O (bidest) ad 100 ml

4.4.3 DGGE der einzelnen Fragmente

DGGE der regulatorischen Elemente des Apolipoprotein E

Fdr die einzelnen Fragmente der regulatorischen Elemente des Apolipoprotein E-
Gens wurden die in der folgenden Tabelle 24 aufgefihrten Gele und Elektrophore-
se-Bedingungen verwendet, bei allen Gelen handelte es sich um Doppelgradienten-
Gele.
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Tabelle 24: DGGE der regulatorischen Elemente des Apolipoprotein E-Gens

Fragment | Gel

Elektrophorese-
Bedingungen

aufgetragene
Menge

Denaturans- | Acrylamid- Volt Temperatur | Zeit | (ul)
Gradient (%) | Gradient (%) | (V) (°C) (h)
ME1 0-80 6-10 120 50 6 10
ME2 0-80 6-10 120 50 6 10
HCR1 60-70 6-10 200 60 6 5
HCR2 60-70 6-10 200 60 6 10

DGGE der Elemente des Promotors der Lipoproteinlipase

Fdr die einzelnen Fragmente des Promotors der Lipoproteinlipase wurden die in
Tabelle 25 dargestellten Gele und Elektrophorese-Bedingungen verwendet, auch
bei diesen Untersuchungen wurden in beiden Féllen Doppelgradienten-Gele ver-

wendet.

Tabelle 25: DGGE der Fragmente des Promotors der Lipoproteinlipase

Fragment | Gel Elektrophorese- aufgetragene

Bedingungen Menge

Denaturans- | Acrylamid- Volt Temperatur | Zeit | (ul)
Gradient (%) | Gradient (%) | (V) (°C) (h)
LPL-P1 0-80 6-10 120 50 6 5
LPL-P2 0-80 6-10 120 60 6 15

4.5 ldentifizierte Mutationen

Die in der DGGE identifizierten Proben mit auffalligem Bandenmuster wurden fir die
DNA-Sequenzierung aufgearbeitet und anschlieBend durch eine kommerzielle Fir-
ma fur Auftragssequenzierungen (Firma SEQLAB GmbH, Géttingen) zusammen mit
jeweils einer unauffalligen Probe als Wildtyp-Kontrolle (s. Punkt 3.2.4) sequenziert.
Bei einigen Fragmenten gab es in der DGGE keine Auffélligkeiten, in diesem Fall
wurden zur Kontrolle exemplarisch einige willkirlich ausgesuchte Proben zur Se-
quenzierung geschickt.
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4.5.1 Mutationen in regulatorischen Elementen von Apo E

HCR1

Im Fragment HCR1 wurden keine Mutationen gefunden, alle Proben lieferten identi-
sche Bandenmuster in der DGGE und die sequenzierten Proben entsprachen der
publizierten Sequenz.

HCR2

Auch bei HCR2 waren alle Banden in der DGGE identisch, wir konnten keine Muta-

tionen nachweisen.

ME1

Alle Proben des Fragmentes ME1 zeigten in der DGGE ein identisches Bandenmus-
ter, die Sequenzierung 3er willkirlich ausgewahlter Proben ergab bei allen eine
identische Basenabfolge.

ME2

Im Fragment ME2 wurden keine Mutationen gefunden, in der DGGE lieferten alle
Proben identische Banden, alle sequenzierten Proben entsprachen der publizierten
Sequenz.

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse noch einmal zusammen.

Tabelle 26: Uberblick iiber gefundene Mutationen Apolipoprotein E

Fragment Fallgruppe (TG > 150 mg/dl, Kontrollgruppe (TG < 150 mg/dl,
BMI < 25 kg/m?) BMI < 25 kg/m?)

HCR1 keine Auffalligkeiten im Banden- | keine Auffélligkeiten im Banden-
muster muster

HCR2 keine Auffalligkeiten im Banden- | keine Auffélligkeiten im Banden-
muster muster

MEH1 keine Auffélligkeiten im Banden- | keine Auffalligkeiten im Banden-
muster muster

ME2 keine Auffalligkeiten im Banden- | keine Auffélligkeiten im Banden-
muster muster
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4.5.2 Mutationen im Promotor der Lipoproteinlipase

LPL-P1

Im Fragment LPL-P1 wurde keine Mutation gefunden, auch hier waren alle Proben
in der DGGE identisch und alle sequenzierten Proben entsprachen der publizierten

Sequenz.

LPL-P2

Im Fragment LPL-P2 konnten 2 unterschiedliche Mutationen nachgewiesen werden,
die eine befand sich an Position -93, die andere an Position -95. In beiden Fallen
handelte es sich bei allen betroffenen Personen um heterozygote Anlagetrager, kein
Patient war Trager beider Mutationen. Die Mutation -93T/G (K) war insgesamt bei 8
Patienten vorhanden, 6 davon waren Teil der Fallgruppe, 2 gehérten zur Kontroll-
gruppe. Die Mutation -95G/T (K) konnte insgesamt 6 mal nachgewiesen werden, bei
je 3 Patienten der Fallgruppe und der Kontrollgruppe.

In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der DGGE-Untersuchungen aufgezeigt. Abbil-
dung 21 zeigt die Sequenzierung der DNA-Proben mit auffélligem Bandenmuster.

Abbildung 20: DGGE LPL-P2, Darstellung von 2 heterozygoten Mutanten -93T/G (K) und
einer heterozygoten Mutante -95G/T (K) im Vergleich mit Wildtypen
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TTTAGAAGTGAATTTAGGKCCCTCCCCCCAACTTAT

Abbildung 21: Mutation -93T/G (K) und -95G/T (K)

Bei beiden Mutationen handelt es sich um SNPs, die in der Literatur vorbeschrieben
sind.

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse bzgl. der Lipoproteinlipase noch einmal

zusammen.

Tabelle 27: Uberblick iiber gefundene Mutationen Lipoproteinlipase

Fragment Fallgruppe (TG > 150 mg/dl, Kontrollgruppe (TG < 150 mg/dl,
BMI < 25 kg/m?) BMI < 25 kg/m?)

LPL-P1 kein SNP gefunden kein SNP gefunden

LPL-P2 6x -93T/G 2x -93T/G
3x -95G/T 3x -95G/T

4.6 Statistische Auswertung

Aus Griinden der besseren Lesbarkeit und Ubersichtlichkeit werden die homozygo-
ten Wildtyp-Alleltrager in diesem Kapitel kurz Wt-Alleltrager genannt, die heterozy-
goten Mutations-Alleltrager kurz Mut-Alleltrager. Bei der Beurteilung v.a. der Lipid-
parameter ist zu bedenken, dass eine groBe Zahl der untersuchten Patienten auf-
grund ihres Risikoprofils unter medikamentdser Therapie standen, die nicht erfasst
wurde. Bis auf wenige Ausnahmen waren die Angaben in der Datenbank des Mar-
burger KHK-Praventionsprojektes vollsténdig, fehlende Daten daher zur besseren
Berechenbarkeit nicht bericksichtigt.
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4.6.1 Verteilung der untersuchten Parameter im Kollektiv

Insgesamt wurde die DNA von 264 normalgewichtigen Patienten (BMI < 25 kg/m?)
auf Mutationen in den beschriebenen regulatorischen Sequenzen untersucht, 134
gehdrten der Fallgruppe mit hohen Triglyzeriden (> 150 mg/dl) an, 130 der Kontroll-
gruppe mit normalen Triglyzeriden (< 150 mg/dl).

Aufgrund der Einschlusskriterien fir die Gruppenzuordnung war der durchschnittli-
che BMI in beiden Gruppen annahernd gleich (22,80 +1,65 vs. 22,96 +1,52 kg/m?).
Bezlglich des Alters (61,86+£13,58 vs. 60,82+16,48 Jahre) sowie der Geschlechter-
verteilung gab es ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Manner waren in bei-
den Gruppen beinahe doppelt so haufig vertreten wie Frauen (63,43 : 36,57% vs.
62,31 : 37,69%), dies ist auf die deutlich gréBere Zahl von Mannern im Kollektiv der
Marburger KHK-Praventions-Allianz zurtickzufthren.

Das gesamte Lipidprofil der beiden Gruppen jedoch unterschied sich aufgrund der
von uns vorgenommenen Einteilung wie erwartet statistisch signifikant voneinander,
in der Fallgruppe waren neben den Triglyzeriden (291,67+83,38 vs. 93,41+£29,35
mg/dl) auch das Gesamt-Cholesterin (199,76+47,47 vs. 172,77t41,59 mg/dl,
p<0,01) sowie das LDL-Cholesterin (118,73£42,36 vs. 107,59£35,92 mg/dl, p<0,05)
signifikant héher als in der Kontrollgruppe, das HDL (38,66+£12,70 vs. 46,50+£14,46
mg/dl, p<0,01) lag signifikant niedriger.

Die Pravalenz der KHK war jedoch in beiden Gruppen annahernd gleich (65,67%
vs. 69,27%, p=0,54), auch bezlglich der Risikofaktoren arterielle Hypertonie sowie
Diabetes mellitus gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede. Tabelle 28
fasst die Charakteristika der Fall- und Kontrollgruppe zusammen.

Tabelle 28: Charakterisierung der Fall- und Kontrollgruppe, angegeben sind jeweils der
Mittelwert sowie die Standardabweichung, bei kategorialen Merkmalen die relativen Haufig-
keiten, m=mannlich, w=weiblich, n=Anzahl der Individuen pro Gruppe

Parameter Fallgruppe Kontrollgruppe p-Wert
n n
BMI (kg/m®) | 134 22,80 130 22,96 0,448
+1,65 +1,52
Alter (Jahre) | 134 61,86 130 60,82 0,576
13,58 116,48
Cholesterin | 134 199,76 130 172,77 0,00000162
(mg/dl) 147,47 141,59
Triglyzeride | 134 219,67 130 93,41
mg/dl) 183,38 129,35
HDL 134 38,66 130 46,50 0,00000474
(mg/dl) 12,70 14,46
LDL 128 118,73 130 107,59 0,02340632
(mg/dl) 142,36 135,92
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Parameter Fallgruppe Kontrollgruppe p-Wert
n n

Geschlech- 134 85 m (63,43%) 130 81m (62,31%) 0,85

terverteilung 49 w (36,57%) 49w (37,69%)

KHK 134 34,33% keine KHK | 130 30,77% keine KHK 0,537
65,67% KHK 69,27% KHK

Hypertonie 134 7,46% friher 128 6,25% friher 0,298
63,43% ja 70,31% ja
29,10% nein 23,44% nein

Diabetes 125 75,2% nein 125 83,20% nein 0,119
24,8% ja 16,80% ja

4.6.2 Mutation -95G/T des Promotors der Lipoproteinlipase

Die heterozygote Mutation -95G/T des Lipoproteinlipase Promotors wurde insge-
samt 6 mal in unserem Kollektiv gefunden, je 3 mal in der Fall- und in der Kontroll-
gruppe. Daraus ergeben sich folgende Allelfrequenzen: Major-Allel 0,9886, Minor-
Allel 0,0114.

Aufgrund der geringen Anzahl von Mut-Alleltragern in den beiden Gruppen fihrten
wir lediglich eine deskriptive Statistik durch, eine schlieBende Statistik erschien bei
der Betrachtung der einzelnen Gruppen nicht sinnvoll méglich.

Fallgruppe

In der Fallgruppe betrug das Durchschnitts-Alter der Wt-Alleltrager 62,12+13,48
Jahre, das der Mut-Alleltréager 50,33+15,31 Jahre. Die Geschlechterverteilung der
beiden Untergruppen entsprach mit ca. 2/3 mannlichen und 1/3 weiblichen Proban-
den der Haufigkeit in der gesamten Fallgruppe (63,36 : 36,64% vs. 66,67 : 33,33%).
Der Durchschnitts-BMI der Wt-Alleltrager betrug 22,81+1,65 kg/m? die Mut-
Alleltrager waren mit 22,04+1,60 kg/m2 im Schnitt etwas leichter, s. Abbildung 22.
Bei Einzelbetrachtung war 1 Mut-Alleltrager schwerer, die anderen beiden leichter
als der Durchschnitt der Wt-Alleltrager.
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Abbildung 22: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Alleltragern
der Mutation -95G/T der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 95. Konfi-

denzintervall

Alle 3 Mut-Alleltrager der Fallgruppe hatten niedrigere Triglyzeride als der Durch-
schnitt der Wt-Alleltrager mit 170 und 2x 165 mg/dl vs. 220,89+83,93 mg/dl, s. Ab-
bildung 23.
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Abbildung 23: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-
Alleltragern der Mutation -95G/T der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das
95. Konfidenzintervall

Das durchschnittliche Gesamt-Cholesterin der Mut-Alleltréger innerhalb der Fall-
gruppe war mit 246,67+27,54 mg/dl héher als das der Wt-Alleltrager mit
198,69+47,45 mg/dl, genauso verhielt es sich beim LDL-Cholesterin (159+£28,16 vs.
117,77+42,25 mg/dl) und beim HDL-Cholesterin (54,33+11,50 vs. 38,30+12,54
mg/dl).
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Unter den Mut-Alleltrager hatte nur einer der 3 Patienten eine KHK, in der Gruppe
der Wt-Alleltrager war die Diagnose KHK mit 66,41% prozentual gesehen fast dop-
pelt so haufig vertreten, s. Abbildung 24. Bei diesem Vergleich ist allerdings zu be-
ricksichtigen, dass ein einziger zusatzlicher Mut-Alleltrager das Gesamtergebnis
nachhaltig verandern kénnte und augrund der geringen Fallzahl keine belastbare
statistische Auswertung méglich ist.
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Abbildung 24: Vergleich der relativen Haufigkeiten der Diagnose KHK bei Wt- und
Mut-Alleltrager der Mutation -95G/T der Fallgruppe

2 der 3 Mutationstrager hatten eine arterielle Hypertonie, bei den Wt-Alleltragern
waren es 63,36%. Keiner der Mut-Alleltréger litt an Diabetes, in der Wt-Alleltrager-
Gruppe waren dies nur 74,59%.

Die folgenden 2 Tabellen 29 und 30 fassen die Ergebnisse in der Fallgruppe bzgl.
der Mutation -95G/T noch einmal zusammen, Tabelle 31 zeigt die Ergebnisse der
Herzkatheteruntersuchung der Mut-Alleltrager sowie deren Begleiterkrankungen und
Medikation.

Tabelle 29: Vergleich Durchschnittswerte Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation -95G/T
der Fallgruppe, angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung, bei
kategorialen Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=mannlich, w=weiblich, n=Anzahl Indi-

viduen pro Gruppe

Parameter | komplette Fallgruppe Wt-Alleltrager Mut-Alleltrager
n n n
BMI (kg/m®) | 134 | 22,80 131 | 22,81 3 | 22,04
+1,65 +1,65 +1,60
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Parameter | komplette Fallgruppe Wt-Alleltrager Mut-Alleltrager
n n n
Alter (Jahre) | 134 | 61,86 131 | 62,12 3 | 50,33
+13,58 +13,48 +15,31
Cholesterin | 134 | 199,76 131 | 198,69 3 | 246,67
(mg/dl) 147,47 147,45 127,54
Triglyzeride | 134 | 219,67 131 | 220,89 3 | 166,67
(mg/dl) +83,38 +83,93 +2,89
HDL 134 | 38,66 131 | 38,30 3 | 54,33
(mg/dl) +12,70 +12,54 +11,50
LDL 128 | 118,73 125 | 117,77 3 | 159,00
(mg/dl) 142,36 142,25 128,16
Geschlech- | 134 | 85 m (63,43%) 131 | 83 m(63,36%) 3 | 2m (66,67%)
terverteilung 49 w (36,57%) 48 w (36,64%) 1w (33,33%)
KHK 134 | 34,33% keine KHK | 131 | 33,59% keine KHK | 3 | 66,67% keine KHK
65,67% KHK 66,41% KHK 33,33% KHK
Hypertonie 134 | 7,46% friher 131 | 7,63% friher 3 | 66,67% ja
63,43% ja 63,36% ja 33,33% nein
29,10% nein 29,01% nein
Diabetes 125 | 75,2% nein 122 | 74,59% nein 3 | 100% nein
24,8% ja 25,41% ja

Tabelle 30: Vergleich Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation -95G/T der Fallgruppe, an-

gegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen

Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=ménnlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro

Gruppe
Wi-Alleltrager Mut-Alleltrager
n 1 2 3

BMI (kg/m®) 131 22,81 21,13 23,89 21,11
+1,65

Alter (Jahre) 131 62,12 42 68 41
+13,48

Cholesterin (mg/dl) 131 198,69 260 215 265
147,45

Triglyzeride (mg/dl) 131 220,89 170 165 165
183,93

HDL (mg/dl) 131 38,30 43 54 66
12,54

LDL (mg/dl) 125 117,77 183 128 166
142,25

Geschlechterverteilung 131 83 m(63,36%) m m w
48 w (36,64%)

KHK 131 33,59% keine KHK nein ja nein
66,41% KHK

Hypertonie 131 7,63% fraher ja ja nein
63,36% ja
29,01% nein

Diabetes 122 74,59% nein nein nein nein
25,41% ja
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Tabelle 31:

Alleltrager -95K Fallgruppe

Herzkatheterergebnis,

Medikation und

Begleiterkrankungen Mut-

Mut- Herzkatheteranlass und — | Medikation Begleiterkrankungen
Allel- ergebnis
trager
1 V.a. Perimyokarditis, Z.n. - Hypercholesterindmie, art.
Linksherzdekompensation, Hypertonie
aktuell NYHA I
-dilatative Kardiomyopathie
2 instabile Angina pectoris ACE-Hemmer, B- bek. KHK-3 mit Z.n. VWI
-KHK-2 Blocker, Statin, 1994, art. Hypertonie, Z.n.
Sitosterin, Nitrate, Nierenbeckenplastik 1995,
ASS, Iscover, Mar- | HLP, kompensierte Nieren-
cumar insuffizienz, benigne Prosta-
tahyperplasie
3 V.a. restriktive Kardiomyo- | Marcumar, ACE- Z.n. Lungenembolie bei

pathie und pulmonalart.
Hypertonie
-Mitralklappeninsuffizienz,
dil. Endokardfibrose, k.H.
auf Myokarditis, Ausschluss
KHK

Hemmer

Sectio

Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe betrug das Durchschnittsalter der Wt-Alleltrager 60,53+16,51

Jahre, die drei Mut-Alleltrager waren jeweils alter mit 65, 69 und 85 Jahren. Alle 3

waren mannlich, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, in der 38,58% der Patienten

weiblich waren.
Der durchschnittliche BMI der Wt-Alleltrager betrug 22,95+1,53 kg/m?, alle drei Mut-
Alleltrager waren schwerer (23,89, 23,03 und 23,40 kg/m®), s. Abbildung 25, im Ge-
gensatz zu den Mut-Alleltragern der Fallgruppe, die im Schnitt etwas leichter waren

als die Wt-Alleltrager.
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Abbildung 25: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Alleltragern
der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 95. Kon-

fidenzintervall

Die durchschnittlichen Triglyzeride der Mut-Alleltrager der Kontrollgruppe waren, wie
in der Fallgruppe, mit 86,67+16,08 mg/dl niedriger als die der Wt-Alleltréager
(93,57+£29,61 mg/dl), s. Abbildung 26, dabei hatte ein Mut-Alleltrager héhere Werte,
die beiden anderen niedrigere als die Wt-Alleltrager.
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Abbildung 26: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-
Alleltragern der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie
das 95. Konfidenzintervall

Mit den anderen Lipidparametern verhielt es sich ebenso wie in der Fallgruppe, das
Gesamtcholesterin (186,67+57,52 vs. 172,44+41,40 mg/dl), das LDL-Cholesterin
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(117£50,51 vs. 107,37+35,76 mg/dl) sowie das HDL-Cholesterin (52,33+4,16 vs.
46,36+£14,60 mg/dl) waren jeweils bei den Mut-Alleltragern hdher als bei den Wt-
Alleltragern.

Im Gegensatz zur Fallgruppe hatten alle 3 Mut-Alleltrager der Kontrollgruppe eine
KHK, bei den Wt-Alleltragern waren es 68,50%, s. Abbildung 27.
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Abbildung 27: Vergleich der relativen Haufigkeiten der Diagnose KHK bei Wt- und
Mut-Alleltradgern der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe

Alle drei Mut-Alleltrager hatten eine arterielle Hypertonie, keiner litt an Diabetes mel-
litus. Dies war ein deutlicher allerdings nicht signifikanter Unterschied zu den Wit-
Alleltragern, bei denen eine arterielle Hypertonie in knapp 75% der Falle vorlag so-
wie ein Diabetes mellitus bei 17,21% der Patienten.

Die folgenden Tabellen 32 und 33 fassen die Ergebnisse flir die Kontrollgruppe
noch einmal zusammen, Tabelle 34 zeigt die Ergebnisse der Herzkatheteruntersu-
chung sowie der Begleiterkrankungen und Medikation der Mut-Alleltréager.

Tabelle 32: Vergleich Durchschnittswerte Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation -95G/T
der Kontrollgruppe, angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung,
bei kategorialen Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=mannlich, w=weiblich, n=Anzahl

Individuen pro Gruppe

Parameter | komplette Kontrollgrup- | Wt-Alleltrager Mut-Alleltrager
pe
n n n
BMI (kg/m?) | 130 | 22,96 127 | 22,95 3 | 23,64
1,52 +1,53 +0,53
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Parameter | komplette Kontrollgrup- | Wt-Alleltrager Mut-Alleltrager
pe
n n n
Alter (Jahre) | 130 | 60,82 127 | 60,53 31|73
116,48 +16,51 10,58
Cholesterin | 130 | 172,77 127 | 172,44 3 | 186,67
(mg/dl) 41,59 141,40 157,52
Triglyzeride | 130 | 93,41 127 | 93,57 3 | 86,68
(mg/dl) 129,35 +29,61 16,07
HDL 130 | 46,5 127 | 46,36 3 | 52,33
(mg/dl) 114,46 14,60 4,16
LDL 130 | 107,59 127 | 107,37 3 | 117
(mg/dl) 135,92 135,76 150,51
Geschlech- | 130 | 81m (62,31%) 127 | 78 m (61,42%) 3 | 3m (100%)
terverteilung 49w (37,69%) 49 w (38,58%)
KHK 130 | 30,77% keine KHK 127 | 31,50% keine KHK | 3 | 100% KHK
69,27% KHK 68,50% KHK
Hypertonie 128 | 6,25% friiher 125 | 6,40% friher 3 | 100% ja
70,31% ja 59,60% ja
23,44% nein 24,0% nein
Diabetes 125 | 83,20% nein 122 | 82,79% nein 3 | 100% nein
16,80% ja 17,21% ja

Tabelle 33: Vergleich Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation -95G/T der Kontrollgruppe,

angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen

Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=ménnlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro

Gruppe
Wi-Alleltrager Mut-Alleltrager
n 4 5 6

BMI (kg/m®) 127 22,95 23,89 23,03 23,40
*1,53

Alter (Jahre) 127 60,53 69 85 65
+16,51

Cholesterin (mg/dl) 127 172,44 185 130 245
41,40

Triglyzeride (mg/dl) 127 93,57 80 75 105
+29,61

HDL (mg/dl) 127 46,36 51 49 55
14,60

LDL (mg/dl) 127 107,37 118 66 167
135,76

Geschlechterverteilung 127 78 m (61,42%) m m m
49 w (38,58%)

KHK 127 31,50% keine KHK ja ja ja
68,50% KHK

Hypertonie 125 6,40% fraher ja ja ja
59,60% ja
24,0% nein

Diabetes 122 82,79% nein nein nein nein
17,21% ja
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Tabelle 34:

Alleltrager -95K Kontrollgruppe

Herzkatheterergebnis,

Medikation und Begleiterkrankungen Mut-

Mut- Herzkatheteranlass und — | Medikation Begleiterkrankungen
Allel- ergebnis
trager
4 TNI-neg. akutes Koronar- MTX, Urbasone, Z.n. ACB, Z.n. multiplen
syndrom ASS, B-Blocker PCAs, HLP, arterielle hyper-
-KHK-3 tonie, rheumatoide Arthritis
5 rhythmogene Synkope, B-Blocker, 5a- Tachykardie/Bradykardie-
intermittierende TAA Reduktasehemmer, | Syndrom, VHF, art. Hyper-
-KHK-2 ASS, Iscover, ACE- | tonie, rhythmogene Synko-
Hemmer, Statin pe, Prostatahyperplasie
6 TNI-positives akutes Koro- | ASS, Iscover, B- Z.n. Ulcus duodeni, Sooro-
narsyndrom Blocker, ACE- sophagitis, art. Hypertonie
-KHK-3 Hemmer, Pantozol,
Statin

Gesamtkollektiv

Betrachtet man alle 6 Mut-Alleltrdger zusammen und vergleicht sie mit allen Wt-
Alleltragern beider Gruppen, so haben die die Mut-Alleltrager insgesamt leicht er-
niedrigte Triglyzeride (126,67,+45,01 vs. 158,21+£89,78 mg/dl, n.s.), ein leicht erhéh-
tes Gesamt-Cholesterin (216,67+52,03 vs. 185,77+46,34 mg/dl, n.s.) sowie LDL-
Cholesterin  (138%£43,21 vs. 112,52+39,38 mg/dl, n.s.), leicht erhéhtes HDL-
Cholesterin (53,33+7,81 vs. 42,27+14,15 mg/dl, n.s.) sowie einen nahezu gleichen
BMI (22,84+1,38 vs. 22,88+1,59 kg/m?). 66,67% der Mut-Alleltrager und 65,91% der
Wit-Alleltrager hatten eine KHK.

Insgesamt konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in den erhobenen
Daten zwischen homozygoten Wildtyp-Alleltrdgern und heterozygoten Mutations-
Alleltréagern bezuglich der Mutation -95G/T nachgewiesen werden.
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4.6.3 Mutation -93T/G des Lipoproteinlipase-Promotors

Die Mutation -93T/G im Lipoproteinlipase-Promotor konnte insgesamt 8 mal in unse-
rem Kollektiv nachgewiesen werden, 6 mal in der Fallgruppe und 2 mal in der Kon-
troligruppe (p=0,151, n.s.). Insgesamt ergibt sich daraus eine Allelfrequenz von
0,9848 fur das Major-Allel und 0,0152 fir das Minor-Allel in der Gesamtgruppe. In
der Fallgruppe betrug die Major-Allelfrequenz 0,9776, die Minor-Allelfrequenz
0,0224; in der Kontrollgruppe ergaben sich die Werte Major-Allelfrequenz 0,9923
und Minor-Allelfrequenz 0,0077.

Die geringe Mutations-Frequenz in der Kontrollgruppe lasst keine belastbare Statis-
tik zu, so dass diese lediglich fur die Fallgruppe durchgefuhrt werden konnte.

Fallgruppe

Die Wt-Alleltrager der Fallgruppe waren im Durchschnitt 61,59+13,53 Jahre alt, die
Mut-Alleltrager 67,67+14,60 Jahre (p=0,285, n.s.). Die Geschlechterverteilung ent-
sprach in etwa der der gesamten Fallgruppe mit jeweils ca. 2/3 mannlichen Proban-
den und ca. 1/3 weiblichen (63,28 : 36,72% vs. 66,67 : 33,33%).

Der durchschnittliche BMI der Wit-Alleltrager der Fallgruppe betrug 22,83+1,63
kg/m?, der der Mut-Alleltrager 22,13+1,98 kg/m? (n.s.), s. Abbildung 28. 4 der Mut-
Alleltrager waren leichter als der Durchschnitt der Wt-Alleltrager, 2 waren schwerer.
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Abbildung 28: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Alleltragern
der Mutation -93T/G der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das 95. Konfi-

denzintervall
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Der Mittelwert der Triglyzeride der Mut-Alleltrager war mit 242,50+96,89 mg/dl héher
als bei den Wt-Alleltrégern mit 218,60+82,98 mg/dl (p=0,742, n.s.), s. Abbildung 29,
3 der Mut-Alleltrager hatten allerdings niedrigere Triglyzerid-Werte als der Durch-
schnitt der Wt-Alleltrager, die anderen 3 z.T. deutlich erhéhte Werte.
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Abbildung 29: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-
Alleltragern der Mutation -93T/G der Fallgruppe, dargestellt sind der Mittelwert sowie das
95. Konfidenzintervall

Auch im restlichen Lipidprofil gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den Wt- und den Mut-Alleltrégern in der Fallgruppe. Das durchschnittliche
Gesamtcholesterin war bei beiden anndhernd gleich hoch (199,79+47,76 vs.
199,17+44,66 mg/dl), das durchschnittliche LDL-Cholesterin war bei den Mut-
Alleltrager mit 112,60+44,90 mg/dl etwas niedriger als bei den Wt-Alleltrager mit
118,98+42,43 mg/dl (p=0,743, n.s.). Das durchschnittliche HDL-Cholesterin der Mut-
Alleltrager war mit 41,00+17,46 mg/dl hoéher als das der Wi-Alleltrager mit
38,55+12,51mg/dl (p=0,646, n.s.).

Die Mut-Alleltrager hatten mit 33,33% vs. 67,19% seltener eine koronare Herzer-
krankung als die Wt-Alleltrager, mit p=0,087 nahe an der statistischen Signifikanz.
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Abbildung 30: Vergleich der relativen Haufigkeit der Diagnose KHK bei Wt- und Mut-
Alleltragern der Mutation -93T/G der Fallgruppe

4 der Mut-Alleltrager hatten eine arterielle Hypertonie (66,67%), 2 litten an Diabetes
mellitus (33,33%). Bei den Wt-Alleltragern waren es knapp 70% mit einer arteriellen
Hypertonie (p=0,772, n.s.) und 24,37% mit einem Diabetes mellitus (p=0,62, n.s.).
Die folgenden 2 Tabellen 35 und 36 fassen die Ergebnisse in der Fallgruppe kurz
zusammen, Tabelle 37 zeigt die Ergebnisse der Herzkatheteruntersuchungen sowie
die Begleiterkrankungen und Medikation der Mut-Alleltrager.

Tabelle 35: Vergleich der Durchschnittswerte der Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation
-93T/G der Fallgruppe, angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie die Standardabwei-
chung, bei kategorialen Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=mannlich, w=weiblich,
n=Anzahl Individuen pro Gruppe

Parameter | komplette Fallgruppe | Wt-Alleltréger Mut-Alleltrager p-Wert
n n n

BMI (kg/m?) | 134 | 22,80 128 22,83 6 22,13 0,317
+1,65 +1,63 +1,98

Alter (Jahre) | 134 | 61,86 128 61,59 6 67,67 0.285
+13,58 +13,53 +14,60

Cholesterin | 134 | 199,76 128 199,79 6 199,17 0,975

(mg/dl) +47,47 +47,76 +44,66

Triglyzeride | 134 | 219,67 128 218,60 6 242,50 0,742

(mg/dl) +83,38 +82,98 +96,89

HDL 134 | 38,66 128 38,55 6 41,00 0,646

(mg/dl) 12,70 12,51 +17,46

LDL 128 | 118,73 127 118,98 5 112,6 0,743

(mg/dl) +42,36 +42,43 +44,90
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Parameter | komplette Fallgruppe | Wt-Alleltrédger Mut-Alleltrager p-Wert
n n n

Geschlech- | 134 | 85 m (63,43%) 128 81 m (63,28%) 6 4 m (66,67%) 0,982

terverteilung 49 w (36,57%) 47 w (36,72%) 2 w (33,33%)

KHK 134 | 34,33% keine | 128 32,81% keine | 6 66,67%  keine | 0,087
KHK KHK KHK
65,67% KHK 67,19% KHK 33,33% KHK

Hypertonie 134 | 7,46% friher 128 7,81% friiher 6 66,67% ja 0,772
63,43% ja 63,28% ja 33,33% nein
29,10% nein 28,91% nein

Diabetes 125 | 75,2% nein 119 75,63%nein 6 66,67% nein 0,62
24.8% ja 24,37%ja 33,33% ja

Tabelle 36: Vergleich Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation -93T/G der Fallgruppe, an-

gegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen

Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=ménnlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro

Gruppe
Parameter Wi-Alleltrager Mut-Alleltrager
n 1 2 3 4 5 6

BMI (kg/m°) | 128 22,83 24,11 | 18,37 | 22,41 | 22,06 | 22,68 | 23,18
+1,63

Alter (Jahre) | 128 61,59 59 44 83 66 74 80
+13,53

Cholesterin | 128 199,79 240 245 140 230 175 165

(mg/dl) 147,76

Triglyzeride | 128 218,60 195 400 240 155 155 310

(mg/dl) 182,98

HDL 128 38,55 54 70 31 31 36 24

(mg/dl) +12,51

LDL 127 118,98 147 - 61 168 108 79

(mg/dl) +42,43

Geschlech- | 128 81 m (63,28%) w w m m m m

terverteilung 47 w (36,72%)

KHK 128 32,81% keine KHK nein | nein | nein |ja nein | ja
67,19% KHK

Hypertonie 128 7,81% friher ja nein | ja ja nein | ja
63,28% ja
28,91% nein

Diabetes 119 75,63%nein ja nein | ja ja nein | nein
24,37%ja
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Tabelle 37: Herzkatheterergebnis, Medikation und Begleiterkrankungen Mut-
Alleltrager -95K Kontrollgruppe
Mut- Herzkatheteranlass und — | Medikation Begleiterkrankungen
Allel- ergebnis
trager
1 atypische Angina pectoris - HLP, arterielle Hypertonie,
-Ausschluss KHK Diabetes mellitus Typ I
2 unklare Sinustachykardie B-Blocker -
mit atypischer Angina pec-
toris und Belastungs-
dyspnoe NYHA 2
-chron. virus-neg. Myokar-
ditis
3 Trikuspidalklappenendo- Magnesium SM bei Sinusbradykardie
karditis 2000, art. Hypertonie, Dia-
-Empfehlung zum Klappen- betes mellitus Typ II, komp.
ersatz Niereninsuffizienz, Sigmadi-
vertikulose, Glasauge links
4 instabile Angina pectoris Diuretikum, Digita- bek. KHK, Z.n. HWI 1994,
bei bek. KHK lis, Sulfonyl- Z.n. VWI 1995, Z.n. ACVB
-KHK harnstoff, ASS, 1995, Herzinsuffizienz, art.
Allopurinol Hypertonie, Diabetes melli-
tus, Coxarthrose, V.a. Fett-
leberhepatitis
5 instabile Angina pectoris, Diuretikum, Digoxin | Z.n. Prostatektomie 2001,
Dyspnoe NYHA IlI-IV Z.n. Cholezystektomie 1995
-Aortenklappenstenose,
Aorteninsuffizienz Il, Aus-
schluss KHK
6 mehrfache Linksherzde- B-Blocker, Diureti- AA bei VHF, Z.n. mehrmali-

kompensation, aktuell NY-
HA 1l

-KHK-3, aktuell nicht inter-
ventionsbediirftig,
Mitralklappeninsuffizienz,
VHF

kum, Marcumar,
Digoxin, Statin,
ACE-Hemmer

ger Linksherzdekompensa-
tion, bek. KHK mit Z.n. HWI
1992 und ACVB 1993, Aor-
ten- und Mitralklappeninsuf-
fizienz II°, Trikuspidalklap-
peninsuffizienz, art. Hyper-
tonie, mittelschweres Lun-
genemphysem, inaktive
Polymyalgia rheumatica,
HLP, Z.n. Thc
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Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe betrug das Durchschnittsalter der Wt-Alleltrager 60,52+16,43
Jahre, die beiden mannlichen Mut-Alleltrager waren mit jeweils 80 Jahren deutlich
alter.

Der durchschnittliche BMI der Wt-Alleltrager betrug 22,94+1,52 kg/m? beide Mut-
Alleltrager waren schwerer (24,62 und 24,29 kg/m?), s. Abbildung 31, im Gegensatz
zu den Mut-Alleltrdgern der Fallgruppe, die im Schnitt leichter waren als die Wt-

Alleltrager.

| + 95% Vertrauensbereich Kontrollgruppe

29 -
27
25 Il i
23 +------- € -
21
19—
17 +------
15

BMI in kg/m2

homozygote Wildtyp-  heterozygote Mutations-
Alleltrager Alleltrager

Abbildung 31: Vergleich des durchschnittlichen BMIs von Wt- und Mut-Alleltragern
der Mutation -93T/G der Kontrollgruppe, dargestellt ist der Mittelwert sowie das 95. Konfi-

denzintervall

Der Triglyzeride waren mit 90 und 80 mg/dl niedriger als die durchschnittlichen
Triglyzerid-Werte der Wt-Alleltrdger mit 93,54+29,56 mg/dl, s. Abbildung 32, auch
hier genau das Gegenteil zur Fallgruppe, in der die durchschnittlichen Triglyzeride
der Mut-Alleltrager héher waren als die der Wt-Alleltréagern, allerdings in der Einzel-

fallbetrachtung breit gestreut lagen.



Ergebnisse /3

| + 95% Vertrauensbereich Kontrollgruppe

160
140 -
L=
L ——
80 -
60 |~
40+
20 -

Triglyceride in mg/dl

homozygote Wildtyp-  heterozygote Mutations-
Alleltrager Alleltrager

Abbildung 32: Vergleich der durchschnittlichen Triglyzerid-Werte von Wt- und Mut-
Alleltragern der Mutation -93T/G in der Kontrollgruppe, dargestellt sind der Mittelwert
sowie das 95. Konfidenzintervall

Das restliche Lipidprofil war sehr heterogen, beim Gesamt-Cholesterin hatte ein
Mut-Alleltrager hdhere und einer niedrigere Wert (172,78+41,91 vs. 180 bzw. 165
mg/dl), die HDL-Werte lagen bei beiden Mut-Alleltragern niedriger als bei den Wt-
Alleltragern (46,66+14,51 vs. 39 bzw. 33 mg/dl), die LDL-Cholesterinwerte waren
héher (107,04+36,17 vs. 123 bzw. 116 mg/dl), ein weiterer Unterschied zur Fall-
gruppe.

Beide Mut-Alleltréager hatten eine koronare Herzkrankheit, im Gegensatz zu den Wt-
Alleltragern, bei denen 68,75% eine KHK hatten. Augrund der geringen Fallzahl an
Mut-Alleltrégern sind diese Daten sowie das Risikoprofil nicht sinnvoll statistisch zu
vergleichen, da z.B. ein einzelner weiterer Mut-Alleltréger die Daten weitreichend
beeinflussen kénnte.

Die folgende Tabelle 38 fasst die Daten in der Kontrollgruppe zusammen, Tabelle
39 zeigt die Ergebnisse der Herzkatheteruntersuchung sowie die Begleiterkrankun-
gen und Medikation der Mut-Alleltrager.

Tabelle 38: Vergleich Wt- und Mut-Alleltrager der Mutation -93T/G der Kontrollgruppe,
angegeben sind jeweils der Mittelwert sowie ggf. die Standardabweichung, bei kategorialen
Merkmalen die relativen Haufigkeiten, m=mannlich, w=weiblich, n=Anzahl Individuen pro

Gruppe
Parame- | komplette Kontroll- | Wt-Alleltrager Mut-Alleltrager
ter gruppe

n n n 7 8
BMI 130 | 22,96 128 | 22,94 2 | 24,56 24,62 | 24,29
(kg/m®) +1,52 +1,52 +0,09
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Parame- | komplette Kontroll- | Wt-Alleltrager Mut-Alleltrager
ter | gruppe
n n 7 8
Alter 130 | 60,82 128 | 60,52 80 80 80
(Jahre) 116,48 16,43
Choleste- | 130 | 172,77 128 | 172,78 172,5 180 165
rin +41,59 41,91 +10,61
(mg/dl)
Triglyze- | 130 | 93,41 128 | 93,54 85 90 80
ride 129,35 129,56 7,07
(mg/dl)
HDL 130 | 46,5 128 | 46,66 36 39 33
(mg/dl) 14,46 14,51 4,24
LDL 130 | 107,59 128 | 107,04 119,50 123 116
(mg/dl) 135,92 136,17 4,95
Ge- 130 | 81m (62,31%) 128 | 79 m (61,72%) 2m (100%) | m m
schlech- 49w (37,69%) 49 w (38,28%)
tervertei-
lung
KHK 130 | 30,77% keine | 128 | 31,25% keine KHK 100% KHK | ja ja
KHK 68,75% KHK
69,27% KHK
Hyperto- | 128 | 6,25% friher 126 | 6,35% friher 100% ja ja ja
nie 70,31% ja 69,84% ja
23,44% nein 23,81% nein
Diabetes | 125 | 83,20% nein 123 | 82,93% nein 100% nein nein nein
16,80% ja 17,07% ja

Tabelle 39: Katheterergebnis, Medikation und Begleiterkrankungen der Mut-Alleltréger

-93K Kontrollgruppe

Mut- Herzkatheteranlass und — | Medikation Begleiterkrankungen
Allel- ergebnis
trager
7 TNI positives akutes Koro- Statin, ASS, ACE- bek. KHK-3, Z.n. ACB 1991,
narsyndrom Hemmer, Diureti- art. Hypertonie, HLP, latente
-KHK-1 kum, Kalziumanta- | Hyperthyreose
gonist
8 instabile Angina pectoris B-Blocker, ACE- latente Hyperthyreose, art.
-subakuter HWI bei KHK-1 | Hemmer, Statin, Hypertonie, Huft-TEP bds.
ASS, Iscover 1998/99

Gesamtkollektiv

Betrachtet man alle 8 Mut-Alleltrager zusammen und vergleicht sie mit allen Wt-

Alleltragern beider Gruppen, so haben die die Mut-Alleltrager insgesamt erhdhte
Triglyzeride (203,125+109,67 vs. 156,07+88,26, n.s.), ein leicht erhéhtes Gesamt-
Cholesterin (192,5+39,91 vs. 186,28+46,84 mg/dl, n.s.) sowie minimal erhdhtes
LDL-Cholesterin (114,57+36,87 vs. 113,08+39,71 mg/dl, n.s.), leicht niedriges HDL-
Cholesterin (39,75£15,02 vs. 42,61£14,12 mg/dl, n.s.) sowie einen nahezu gleichen
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BMI (22,74+2,01 vs. 22,88+1,57 kg/m?). 50% der Mut-Alleltrager und 67,97% der
Wit-Alleltrager hatten eine KHK (n.s.).

Insgesamt konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in den erhobenen
Daten zwischen homozygoten Wildtyp-Alleltragern und heterozygoten Mutations-
Alleltragern beziglich der Mutation -93T/G nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Ursachen fur erhohte Triglyzeride

Die Regulierung des Triglyzerid-Spiegels im Koérper ist ein komplexes Geschehen
mit vielen verschiedenen beteiligten Systemen, so dass eine Menge von Faktoren
einen mehr oder weniger starken Einfluss auf den Triglyzerid-Stoffwechsel haben.
Neben genetisch bedingten primaren Hypertriglyzeridamien gibt es zahlreiche Ursa-
chen fur sekundare Hypertriglyzeriddmien, teilweise kommt es zu einem gemischten
Auftreten mit Hypercholesterinamien (Richter und von Eckardstein, 2006).

Genetisch bedingte Hypertriglyzeriddmien sind z.B. die Familiare Hypertriglyzerida-
mie, die kein erhdhtes Atherosklerose-Risiko mit sich bringt, die familidre Dysbetali-
poproteindmie durch Polymorphismen im Apolipoprotein E mit erhéhtem Atheroskle-
rose-Risiko sowie sporadische Hypertriglyzeridamien durch polygene Veranderun-
gen u.a. in den Genen der Lipoproteinlipase, der Fettsduresynthetase oder der Apo-
lipoproteine. Zu den zahlreichen Ursachen von sekundaren Hypertriglyzeridamien
zahlen ein starker Alkoholkonsum, kalorien- und zuckerreiche Ernahrung, ein unzu-
reichend eingestellter Diabetes mellitus Typ Il, das metabolisches Syndrom, Adipo-
sitas oder auch Schwangerschaften sowie eine Therapie mit Steroiden, die alle auf
unterschiedlichem Weg Einfluss auf den Triglyzerid-Stoffwechsel nehmen.

Ziel unserer Untersuchungen war es, den Einfluss von Mutationen in regulatori-
schen Elementen zweier an der Hydrolyse von Triglyzeriden beteiligten Proteinen
auf den Triglyzerid-Stoffwechsel und das Risiko fir die Entwicklung einer koronaren
Herzerkrankung zu untersuchen, namlich dem Apolipoprotein E und der Lipoprotein-
lipase. Zusammen mit dem VLDL-Rezeptor und dem Cofaktor Apo C-Il senken die-
se Proteine durch Hydrolyse den Triglyzerid-Spiegel und erhéhen gleichzeitig das
HDL-Cholesterin.

5.2 Genregulatorische Elemente von Apolipopro-
tein E

Die Datenbank des Ensembl Genome Browsers gibt neben der Wildtyp-Sequenz
auch bereits bekannte Single Nucleotid Polymorphisms (SNPs) an. Da die von uns
untersuchten genregulatorischen Sequenzen des Apolipoprotein E erst kirzlich ge-
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funden und laut intensivem Literaturstudium noch nicht eingehend auf Mutationen
untersucht wurden, konnten wir in der Literatur nur wenige Angaben zu den SNPs
finden, besonders bezlglich deren Haufigkeit und funktioneller Relevanz. Auch be-
steht durchaus die Mdglichkeit, dass nicht alle genetischen Variationen in diesen
Segmenten bereits bekannt sind, da man bis vor wenigen Jahren noch keine Infor-
mationen Uber die Bedeutung dieser DNA-Abschnitte hatte.

5.2.1 Apo E, Hepatic Control Region 1

In dem fUr die leberspezifische Expression des Apolipoprotein E wichtigen HCR1
werden nur 2 vorbeschriebene SNPs angegeben, einer davon liegt auBerhalb der
funktionell relevanten Region. Abbildung 33 zeigt die Position dieser SNPs, in Ta-
belle 40 sind die beschriebenen Allelfrequenzen in unterschiedlichen Populationen
aufgezeigt.

1 AGGCTC AGAGGCACAC AGGAGTTTCT GGGCTCACCC TGCCCGIAACCCCTCA
61 GTTCCCATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GNTACTG AACAAACTTC
121 AGCC'CI':,/ACS;TCA TGTCCCTAAA ATGGGCAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCAAEBACAGC

181 CCTCCCTGCC TGCTGACCTT GGAGCTGGGG CAGAGGTCAGRABA CT GGGCCCATGA
241 CACCTCCAAC ATCCACTCGA CCCCTTGGAA TTTCGGTGGAGNECAGA GGTTGTCCTG

301 GCGTGGTTTA GGTAGTGTGA GAGGG

AIG
361 R
421
481

Abbildung 33: vorbeschriebene SNPs HCR1, funktionell relevante Region schwarz, SNPs
rot, Zahlweise aus Griinden der Ubersichtlichkeit wie in Abbildung 9 (EBI und WTSI, 2010)
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Tabelle 40: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs HCR1 (Klos et al., 2008; Bethesda
(MD), 2010), n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Develope-

ment in Young Adults

Position | rs-Nummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz

127 C/G 4803771 Amerikaner europaischer | 59 C =0,966 G =0,034
Wourzeln
Asiaten (China) 45 C =0,989 G =0,011
Asiaten (Japan) 44 C =0,989 G =0,011
Afrikaner der Subsahara | 60 C=1

413 A/G 157599 Amerikaner européischer | 60 T=1
Wourzeln
Asiaten (China) 44 T=1
Asiaten (Japan) 44 T=1
Afrikaner der Subsahara | 60 T=0,658 C =0,342
Amerikaner europdischer | 24 T=1
Wourzeln
Amerikaner afrikanischer | 22 T =0,955 C =0,045
Wourzeln
Asiaten (Chinesen) 23 T=
Afro-Amerikaner  (CAR- | 2054 T=0,72 G =0,28
DIA-Studie)
Kaukasier (CARDIA) 1939 T =0,996 G =0,004

In einer groBen genomischen Studie, dem CARDIA (Coronary Artery Risk Develo-
pement in Young Adults)-Projekt, wurde nur der SNP 413 A/G gefunden, der insge-
samt bei Populationen afrikanischer Herkunft hdufiger zu sein scheint als bei Popu-
lationen anderer Herkunft, er hatte keinerlei funktionelle Auswirkung (Klos et al.,
2008). Die Bedeutung des SNP 127C/G fiur die Funktion von HCR1 scheint noch
nicht erforscht zu sein, er trat in den untersuchten Kollektiven, die allerdings recht
klein waren, nur sehr selten auf. Dieses seltene Auftreten erklart vermutlich das
Fehlen in der CARDIA-Studie.

Auch in unserem Kollektiv konnte keiner der SNPs nachgewiesen werden. Diese
starke Konservierung von HCR1 werten wir als Zeichen fur die Wichtigkeit der rich-
tigen Basenabfolge fur die Funktion, eine Theorie, die durch die Auswirkungen eines
SNP in dem zu HCR1 sehr homologen HCR2 gestitzt wird.
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5.2.2 Apo E, Hepatic Control Region 2

HCR2 hat wie HCR1 eine wichtige Bedeutung flr die leberspezifische Expression
von Apolipoprotein E. In der Sequenz von HCR2 sind in der Datenbank des En-
sembl Genome Browsers 3 bekannte SNPs vermerkt, nur einer davon liegt in der
funktionell relevanten Region, in der Literatur fand sich neben diesen noch ein wei-
terer SNP (Klos et al., 2008). Abbildung 34 zeigt die Lage dieser SNPs, in Tabelle
41 sind die beschriebenen Allelhdufigkeiten in unterschiedlichen Populationen dar-
gestellt.

CIG
1 AGGCTC TG-------- ----- TTTTT GGGCCCGCCC TGCCCC  STTC CGACCTCTTA

61 GTTCCTATCC TCCAGCAGCT GTTTGTGTGC TGCCTCTGAA GATCCTG AATGACCTTC
G/A
121 AGCCTGTTCC CGTCCCTGAT ATGGAAAC ATTGCAAGCA GCAAACAGCA AACACATACQ

181 CCTCCCTGCG TGCTGACCTT GGAGCTGCGG CAGAGGTCAGRABA CA GGGCCCATAC

241 CACTTCCAAC ATCCCCTTGA TCTCTTGGAT TTT-GGTGGA GBGGCAGA GGTTGTCCTG

301 GCCTGGTT-A GGTAGTGTGA GAGGG

361
T/G
421 K
T/C
481 Y

5C

Abbildung 34: vorbeschriebene SNPs HCR2, funktionell relevante Region schwarz, SNPs
rot, Zahlweise aus Griinden der Ubersichtlichkeit wie in Abbildung 9 (Klos et al., 2008; EBI
und WTSI, 2010)

Tabelle 41: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs HCR2 (Klos et al., 2008; Bethesda
(MD), 2010), n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Develope-
ment in Young Adults, GENOA: Genetic Epidemiology Network of Arteriopathy, ARIC: Athe-

rosclerosis Risk in Communities

Position | rs-Nummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz

47 C/G 35136575 Nordamerikaner 36 C=0,750 G =0,250
Ostasiaten 44 C=0,727 G =0,273
Westafrikaner 25 C =0,940 G = 0,060
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Position | rs-Nummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz
Afro-Amerikaner (CAR- | 1939 C=0,82 G=0,18
DIA-Studie)
Kaukasier (CARDIA) 2054 C=0,74 G=0,26
Afro-Amerikaner (GE- | 1616 C =0,81 G=0,19
NOA-Studie)
Kaukasier (GENOA) 1334 C=0,75 G =0,25
Mexiko-Amerikaner (A- | 1481 C=0,83 G=0,17
RIC-Studie)
Afro-Amerikaner (ARIC) | 3679 C=0,82 G=0,18
Kaukasier (ARIC) 10427 C=0,75 G=0,25
145 G/A | APOS- Afroamerikaner  (CAR- | 2054 G =0,96 A =0,04
047628 DIA)
Kaukasier (CARDIA) 1939 G = 0,999 A =0,001
475 T/G 7259505 keine Daten vorhanden
485 T/C | 9749583 keine Daten vorhanden

Klos et al fanden in den Populationen der CARDIA-Studie in HCR2 nur einen der 3
verdffentlichten SNPs, zusétzlich wurde ein weiterer beschrieben. 47 C/G scheint
bei Menschen kaukasischer Abstammung etwas haufiger vorzukommen als bei
Menschen afrikanischer Abstammung und ist statistisch signifikant assoziiert mit
erhéhtem LDL-Cholesterin bei Menschen kaukasischer Abstammung sowohl in der
CARDIA-Studie als auch in der ARIC-Studie, unabhangig vom Polymorphismus des
Apolipoprotein E. Des weiteren kommt es zu erhéhten Triglyzeriden, erhéhtem HDL-
Cholesterin und erhéhtem Gesamt-Cholesterin, so dass ein pleiotroper Effekt zu
vermuten ist (Klos et al., 2008). Es besteht keinerlei Genkopplung zwischen diesem
SNP und dem ApoE-Polymorphismus. Der noch nicht vorbeschriebene SNP 145
G/A kam in den untersuchten Kollektiven deutlich seltener vor, es war kein Einfluss
auf die Funktion von HCR2 nachweisbar.

In unserem Kollektiv konnte keiner der SNPs nachgewiesen werden.

5.2.3 Apo E, Multienhancer 1

Die Multienhancer des Apolipoprotein E steuern die Expression von Apo E in reifen
Makrophagen und Adipozyten (Shih et al., 2000). Fur ME1 sind in der Datenbank
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insgesamt 7 SNPs beschrieben. Abbildung 35 zeigt die Lage dieser SNPs, Tabelle

42 die Allelhdufigkeiten in unterschiedlichen Populationen.

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

AGTAGCCCCC ATCTTTGCCC CTCGCTGAGC CCTACTGGAT GTTHNTATGCGACAGT

TTCCCCATCT ATTAAAGAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGAITTAGGAAAAGCAG
G/A
GAGCATTGTT ATGCTATTCT TGR&GGTCT GGGAAGCAGA CATCTGGGTG GATGTTTG
GIT
GGGTGCTGGG CTTAGTTGGG GAAGTAGGGG GGCCCCTGKACBGTGG ACTGGAAGCT

CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGGCTAITCCTTTTCA
CIT C/T
CAACCATCCCCTACTGCCA GGCTGACACG TGGTIESG GGCACAAGGC CAGCCAAC(C

AGAGTCTGAG GCTAGGCGGA GGACACCCTC CCCACCAGCT GUCAGIGGCGGTCA

G/A

AARGCAGCTG GTGGGGAAGG CATTGGACTC CAGCCTTGGG GGACRGABATGGTG
G/A AIG

GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGEBEGBGAGGGTGAA TARAGCAGA TAGAGTGTTT

GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA GGGAAEBATACACG

CAGAGCTTTG CAGCTGAGGG

GG

CT

Abbildung 35: vorbeschriebene SNPs ME1, Zéhlweise aus Grinden der Ubersichtlichkeit
wie in Abbildung 10 (EBI und WTSI, 2010)

Tabelle 42: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs ME1 (Klos et al., 2008; Bethesda
(MD), 2010), n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Develope-

ment in Young Adults

Position | rssNummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz
145 G/A | 72654437 Nordamerikaner 372 G =0,965 A =0,035
224 G/T 483082 Nordamerikaner 372 G =0,801 T=0,199
Européer 91 C=048 A=0,52
Européer 5 C=05 A=0,5
Afro-Amerikaner 11 C=05 A=0,5
Afro-Amerikaner  (CAR- | 2054 G =0,55 T=0,45
DIA-Studie)
Kaukasier (CARDIA) 1939 G=0,75 T=0,25
310 G/T 72654438 Nordamerikaner 372 C =0,999 A = 0,001
337 C/T 59325138 Nordamerikaner 372 C =0,593 T = 0,407
Afro-Amerikaner (CAR- | 2054 C=0,76 T=0,24
DIA-Studie)
Kaukasier (CARDIA) 1939 C=0,6 T=04
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Position | rs-Nummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz
423 G/A | 72654439 Nordamerikaner 372 G =0,999 A =0,001
508 G/A | 72654440 Nordamerikaner 372 G =0,987 A=0,013
524 A/G | 584007 Nordamerikaner 371 A =0,365 G =0,635
Europaer/Amerikaner 92 A=0,28 G=0,72
Afro-Amerikaner  (CAR- | 2054 A=0,84 G=0,16
DIA-Studie)
Kaukasier (CARDIA) 1939 A=0,63 G =0,37

Die meisten SNPs wurden in relativ kleinen Kollektiven vorbeschrieben, auBBer den
von Klos et al untersuchten Gruppen umfasste kein Kollektiv mehr als 500 Personen
(Klos et al., 2008; EBI und WTSI, 2010). Die Allelfrequenzen in der CARDIA-Studie
stimmen bis auf den SNP 524 A/G mit den in der Datenbank beschriebenen Fre-
quenzen weitestgehend Uberein. Fir 524 A/G wurden in den groBen Kollektiven
jedoch deutliche Unterschiede bezlglich der Allelhdufigkeiten gefunden, auch wurde
die Base A als Wildtyp-Sequenz angegeben anstatt der Base G wie in der Daten-
bank (Klos et al., 2008).

224 G/T, 337 C/T sowie 524 A/G scheinen keine funktionellen Auswirkungen zu
haben (Klos et al., 2008), tber die anderen SNPs fand sich in der Literatur diesbe-
zlglich keinerlei Aussagen, ein recht eindeutiges Zeichen daflr, dass in diese Rich-
tung bis jetzt noch sehr wenig geforscht wurde.

In unserem Kollektiv waren die Banden aller Proben in der DGGE identisch, ein
SNP war somit nicht nachweisbar.

5.2.4 Apo E, Multienhancer 2

In der Sequenz des ME2 ist in der Datenbank nur 1 SNP vermerkt. Dieser Basen-
austausch mit einem A statt einem G entspricht einer Homologie zu ME1 an dieser
Stelle. Abbildung 36 zeigt die Lage dieses SNP, Tabelle 43 die Allelhdufigkeit in
unterschiedlichen Populationen.
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1 AGTAGCCCCC -TCTTTGCCC CTCACTGAGC CCTACTGGAT GTTGTTGTGTGACAGT
61 TTCCCCATCT ATTAAACAGA AACCCCTATA GCAGAGGGGA GGAITEGAGGAAAATCAG
121 GAGCATTGTT ATTCTATTCT TGTGGGATCG GGGAAGCAGA CATCGTGGATGTTTGGG
181 GAATGCTGGG CTCAGTTGAG GAAGTAGGGG GGCCCCTGGG GGGARBTGGAAGCT|
241 CTGAGCTGGC CAGAGGGATG TTGCAATCCT GCCAGGGTCT TGBECTAITCCCTTTCA
301 CAACCATCCC CCTACCGCCA GGCTGACACG TGGTTGTGGG GGHIATAAGCCGAACT|
361 AGAGTCTGAG GCTGGGCTGA GGACACCCTC CCCATCAGCT GAACC&EGCGGTCA
421 AAGGCAGCTG GTGGGGAAGG AATTGGACTC CAGCCCTGGG GBATGGAGATGGTG
481 GGAAGCAGGC TTGGTGCCAG GAGGGGCATC AGAGGGTGAA TAGBABGAGTGTTT

541 GGGGGAGGTA GCCAGCCAAA GGGGGTGAGG CCCGGTGGAA @&AGAIG‘ATACACT

601 CAGAGCTTTG CAGCTGAAGG

Abbildung 36: vorbeschriebene SNPs ME2, Zahlweise aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wie in Abbildung 10 (EBI und WTSI, 2010)

Tabelle 43: Allelfrequenzen des vorbeschriebenen SNP ME2 (Bethesda (MD), 2010),
n=Anzahl untersuchter Individuen, CARDIA: Coronary Artery Risk Developement in Young
Adults

Position | rs-Nummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz

590 G/A | 10424663 Amerikaner europaischen | 58 G=1
Wurzeln
Asiaten (China) 35 G = 0,986 A=0,014
Asiaten (Japan) 41 G=
Afro-Amerikaner  (CAR- | 2054 G=0,9 A=0,1
DIA-Studie)
Kaukasier (CARDIA) 1939 G=0,997 | A=0,003

Dieser in allen Populationen recht selten vorkommende SNP hat keinerlei funktio-
nelle Auswirkung (Klos et al., 2008) und konnte in unserem Kollektiv nicht nachge-

wiesen werden.

Far die insgesamt recht geringe Zahl an vorbeschriebenen SNPs, insbesondere mit
funktionellen Auswirkungen, gibt es mehrere Erklarungsmdglichkeiten. Da die Be-
deutung der untersuchten regulatorischen Elemente erst seit kurzem bekannt ist,
sind sie noch nicht sehr grindlich untersucht, dies belegt auch die relativ geringen
Zahlen, die wir in der Datenbank des Ensembl Genome Browsers fanden sowie die
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fehlende ausfihrliche Beschreibung in der Literatur. Es ist also durchaus mdglich,
dass in Zukunft noch weitere SNPs entdeckt werden.

Auf der anderen Seite handelt es sich um wichtige genregulatorische Sequenzen,
die durch Mutationen in ihrer Funktion beeintrachtigt werden kénnten, so dass es im
Laufe der Evolution zu einer Konservierung dieser Sequenzen gekommen ist. Diese
Theorie wird zum einen durch die starke Homologie der Fragmente untereinander
unterstitzt, zum anderen auch durch die Tatsache, dass wir in unseren insgesamt

264 Patienten keine SNPs nachweisen konnten.

5.2.5 Polymorphismus Apo E2, E3, E4

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, existieren flr das Apolipoprotein E 3 Allele,
die unterschiedliche Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel haben, Apo E2, E3
und E4.

Der Einfluss des Allel-Status auf diverse Lipidparameter wurde in zahlreichen Stu-
dien untersucht. Besonders flir das LDL-Cholesterin gibt es statistisch signifikante
Zusammenhange, aber auch flr HDL-Cholesterin und Triglyzeride sind Assoziatio-
nen zu beobachten (Davignon et al., 1988; Klos et al., 2008; Burman et al., 2009).
Individuen mit Apo E2-Allelen haben niedrigere Cholesterin-Werte und erhdhte
Triglyzerid-Werte im Serum als Apo E3 Allel-Trager, bei Apo E4 verhalt es sich ge-
nau umgekehrt. Durch den Aminosaure-Austausch im Apo E2-Allel ist die metaboli-
sche Funktion gestort, alle Stoffwechselvorgéange Apo E betreffend wie z. B. Interak-
tionen mit Rezeptoren, Enzymen oder auch die Plasma-Clearance laufen langsamer
ab. Es kommt zum Anstau von Triglyzeridreichen Lipoproteinen im Serum und zu
einer verminderten Konversion von VLDL zu IDL. Kompensatorisch wird der LDL-
Rezeptor hochreguliert, so dass die LDL-Cholesterin-Konzentration im Serum weiter
abfallt (Davignon et al., 1988).

5 % der Individuen, die homozygot fur Apo E2/2 sind, leiden an Typ Il Hyperlipida-
mie nach Fredrickson. Dabei kommt es zu einem ausgepragten Anstieg der 3-VLDL
mit deutlich erhéhtem Atherosklerose-Risiko. Fast alle Patienten mit Typ Il Hyperli-
pidamie haben den Genotyp E 2/2, es sind dariliber hinaus aber noch weitere Ein-
flussfaktoren ndtig zur Manifestation der Erkrankung (Mahley et al., 1999).

Apo E4 Allel-Trager habe erhéhte Cholesterin- und erniedrigte Triglyzerid-Werte,
(Davignon et al., 1988), mit insgesamt ebenfalls erhéhtem Risiko fir die Entwicklung
einer Atherosklerose.
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Der Apo E-Polymorphismus hat damit starke Auswirkungen auf die Plasmalipid-
Spiegel sowie das Risiko einer Atherosklerose-Entwicklung. Flr das von uns unter-
suchte Kollektiv liegen Daten bezlglich des Polymorphismus nur fir die gefunden
SNP-Tréger vor, so dass wir Auffalligkeiten bei den Lipidparametern nicht auf diese

zurtckfuhren bzw. einen Zusammenhang ausschlieBen kénnen.

5.3 Promotor der Lipoproteinlipase

5.3.1 vorbeschriebene SNPs

Die Expression der Lipoproteinlipase wird durch ihren Promotor reguliert. In diesem
sind lediglich 2 SNPs in der Datenbank des Ensembl Genome Browsers aufgezeigt,
zusatzlich konnten wir weitere 4 in der Literatur zu finden, fir die es keine rs-
Nummern gibt. Abbildung 37 zeigt die Lage dieser SNPs sowie wichtiger Sequen-
zen innerhalb des Promotors, in Tabelle 44 sind die beschriebenen Allelhdufigkeiten
in unterschiedlichen Populationen aufgezeigt.

-780 TTG TGGACACTTT AAATGGAATC
Lp- o
-720  ATACAATATG TGTCTTTTGC GACTATCTTC TTTCACTTAT CATAAINA TACGETTTA
CIT
-660 GATTATTTGA CCTCGATGTT CTGCETGA ACATAAAATA TTATCCTTGC ATTCCTTGAT]

-600 GAGTTTGAGG ATTGAGAATA ATTTGCATGA GACAAAAATT AGAASTITTAGAGCAAGT
CCAAT- box

-540 AGGCTTTTCT CCATCACATA AGCTGATCCA TCTTGCCSATAAAACAC CAGATTGTAC
LP- B
-480 AAGCACAAGC TGGGACGCAA TGTGTGTCCC TCTATCCCTA CATMBAECGGGGGTGG

-420 GGATGGGGTG CGGGGTGAGT GAGGGAGGAC TGCAAGAS

-360

-300

-240 TAGAGTG GAACCCCTTA AGCTAAGCGA ACAGGAGCCT AACAAAG

PPRE
-180 ATTTTTCCGT CTGCCCTTTC CCCCTTCT CGTTGGCAGG GTTGATCCTC ATTACTGTT|
G/IT T/G SRE TIG CCAAT- box
-120 GCTCAAACGT TTAGAAGTGA ATTKBKCC CTCCCCCCASB KTATGATTT TATAGCCAAT
G/C Cctaner T/C

-60 AGGTGATAG GTTTATTTGC AYATTTCCAG TCACATAAGC A

Abbildung 37: vorbeschriebene SNPs des Promotors der Lipoproteinlipase (Yang et
al., 1996; EBI und WTSI, 2010)

CAA

T
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Tabelle 44: Allelfrequenzen vorbeschriebener SNPs des Promotors der Lipoproteinli-
pase (Yang et al., 1996; Ehrenborg et al., 1997; Bethesda (MD), 2010), n=Anzahl unter-

suchter Individuen

Position | rs-Nummer | untersuchte Population | n Allelfrequenz
-634 C/T | rs17091742 | Amerikaner europdischer | 24 C=0,979 T =0,021
Wourzeln
Amerikaner afrikanischer | 23 C=0,86 T=0,174
Wurzeln
Asiaten (Chinesen) 24 C=1
Amerikaner europdischer | 57 C=0,982 T=0,018
Wurzeln
Asiaten (China) 44 C=0,977 | T=0,023
Asiaten (Japan) 43 C =10,988 T=0,012
Afrikaner der Subsahara | 55 C=0,745 T=0,255
-95 G/T Kaukasier 292 G=0,990 |T=0,010
-93 T/G rs1800590 Amerikaner europaischer | 23 T=0,978 G =0,022
Wourzeln
Amerikaner afrikanischer | 23 T =0,630 G =0,370
Wourzeln
Asiaten (Chinesen) 23 T=1
-79T/G Kaukasier 20 T =0,975 G =0,025
-53 G/C Kaukasier 19 G =0,974 C =0,026
Kaukasier 232 G =0,996 C =0,004
Sidafrikaner 161 G=1
Asiaten (Chinesen) 120 G=1
-39 T/C Kaukasier 19 T=0,974 C =0,026
Kaukasier 308 T=1
Sidafrikaner 161 T=1
Asiaten (Chinesen) 120 T=1

Wie aus obiger Abbildung und Tabelle ersichtlich ist, gibt es im Lipoproteinlipase
Promotor eine relativ groBe Anzahl von SNPs, die sich bezlglich ihrer Haufigkeiten
deutlich unterscheiden.

Uber den SNP -634C/T konnten keinerlei Aussagen gefunden werden, er scheint
genau wie -93T/G in afrikanischen Populationen haufiger zu sein als in kaukasi-
schen und asiatischen, allerdings wurden nur jeweils sehr kleine Populationen un-
tersucht.
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Die SNPs -79T/G, -53G/C und -39CT wurden alle drei erstmalig in einem Kollektiv
von Patienten mit familiarer kombinierter Hyperlipidamie (FCHL) beschrieben. Wah-
rend -79T/G bei in-vitro Untersuchungen keinen Einfluss auf die Promotor-Aktivitat
hatte, fihrte -53G/C zu einer um 25-30% und -39T/C, da es in der Region der Oc-
tamer-Bindung liegt, zu einer um 85% reduzierten Promotor-Aktivitat, die Lipid-
Werte waren bei diesem Patienten nicht signifikant unterschiedlich zu den ebenfalls
an FCHL erkrankten Kontrollpersonen (Yang et al., 1996). In einer anderen Studie
hatten Patienten mit dem -53C-Allel ein niedrigeres Risiko fir die Entwicklung einer
Adipositas oder einem Diabetes mellitus Typ Il als Wildtyp-Alleltrager (Radha et al.,
2007). Der SNP -39T/C scheint ein insgesamt eher seltener SNP zu sein, der bis-
lang nur in Patienten mit FCHL und niedriger Plasma-LPL-Aktivitat nachgewiesen
werden konnte, in einem Kollektiv von 589 gesunden Patienten aus 3 unterschiedli-
chen ethnischen Gruppen sowie 116 Patienten mit FCHL und normalem LPL-
Spiegel konnte er nicht nachgewiesen werden (Ehrenborg et al., 1997; Hall et al.,
1997).

Zusammengefasst konnte eine gréBere Anzahl von Studien und Funktionsuntersu-
chungen Uber die Bedeutung dieser einzelnen SNPs trotz intensiver Literaturrecher-
che nicht gefunden werden. Es existieren lediglich 2 Veréffentlichungen, in denen
diese SNPs beschrieben wurden, so dass hier noch ein groBer Bedarf an weiteren
Studien zu bestehen scheint, sowohl bezlglich ihrer Funktion in-vitro als auch ihrer

Auswirkung in vivo.

Unsere 2 untersuchten LPL-Promotor-Fragmente decken die Bereiche mit den vor-
beschriebenen SNPs ab, wir konnten dort die SNPs -95G/T und -93T/G nachwei-
sen, eine ausfuhrliche Beschreibung erfolgt in den nachfolgenden Kapiteln.

5.3.2 Mutation -95G/T des Lipoproteinlipase Promotors

Allelfrequenzen und Auswirkungen des SNP -95G/T in der Literatur

Die Mutation -95G/T des Lipoproteinlipase-Promotors wurde insgesamt 6 mal in
unserem Kollektiv gefunden, je 3 mal in der Fall- und in der Kontrollgruppe. Daraus
ergibt sich eine Major-Allelfrequenz von 0,9886 und eine Minor-Allelfrequenz von
0,0114, alle gefundenen Patienten waren jeweils heterozygot fir diese Mutation und
hatten keine weitere Mutation an Position -93 oder an einer anderen Stelle der un-

tersuchten Sequenzen.
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Diese von uns gefundenen Frequenzen sind weitestgehend identisch mit den von
Yang et al berichteten, die diesen SNP erstmals sowohl bei Patienten mit FCHL als
auch in einem KHK-Kollektiv und bei gesunden Kontrollpersonen beschrieben (Yang
et al., 1996). In-vitro-Experimente durch diese Arbeitsgruppe wiesen keinen Einfluss
dieses SNP auf die Aktivitdt des LPL-Promotors in Myoblasten und Monozyten
nach. Es gibt bislang keine Daten zu in-vivo Auswirkungen. Da -95G/T in unmittel-
barer Nachbarschaft zu -93T/G liegt und fiir diesen sehr wohl funktionelle Auswir-
kungen beschrieben wurden (s.u.), sollten weitere Studien unternommen werden,

um -95G/T weiter zu untersuchen.

Beobachtungen zur Auswirkung von -95G/T in unserer Studie

Wir konnten insgesamt aufgrund der kleinen GruppengréBe keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede fir die untersuchten Lipidparameter sowie das KHK-Risiko
zwischen Mutations-Alleltragern und Wildtyp-Alleltrégern sehen, bei einigen Lipidpa-
rametern war allerdings ein eindeutiger Trend zu beobachten.

Die Triglyzeride der -95T-Alleltrager lagen sowohl in der Fall- als auch in der Kon-
trollgruppe niedriger als bei den -95G-Alleltragern, nur ein einziger Patient der Kon-
troligruppe hatte dabei hdhere Triglyzeride als der -95G-Durchschnitt, die anderen 5
hatten jeweils niedrigere. Vergleicht man alle Mutations-Alleltrdger mit den Wildtyp-
Alleltragern aus beiden Gruppen, so sind die Triglyzeride mit 126,67+45,01 vs.
158,21+89,78 mg/dl ebenfalls niedriger (n.s.).

Auch beziglich der Cholesterin-Werte war der beobachtete Trend in beiden Grup-
pen jeweils gleich. -95T-Alleltrager hatten sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
der Fallgruppe jeweils ein erhdhtes Gesamt-Cholesterin sowie LDL-Cholesterin und
HDL-Cholesterin gegenuber -95G-Alleltragern. Betrachtet man auch hier alle 6 Mu-
tations-Alleltrager gemeinsam, so ist das Gesamt-Cholesterin mit 216,67+52,03
vs.185,77+46,43 mg/dl erhéht (n.s.). Beim LDL-Cholesterin hatten 5 der 6 -95T-
Alleltrager ein héheres Cholesterin, einer allerdings mit 66 mg/dl ein deutlich niedri-
geres (138+43,21 vs. 112,52+39,38 mg/dl, n.s.). Auch beim HDL-Cholesterin war
der Wert bei 5 der Mutations-Alleltrager héher als beim Durchschnitt der Wildtyp-
Alleltréager (53,33%7,81 vs. 42,27+14,15 mg/dl, mit p=0,058 nahe an der Signifi-
kanz).

Die KHK-Pravalenz war bei den 6 Mutations-Alleltragern mit 66,67% nahezu gleich
wie bei den Wildtyp-Alleltragern mit 65,91%. Die erniedrigten Triglyzeride sowie das
erhdhte HDL-Cholesterin sind zwar eher mit einem erniedrigten KHK-Risiko assozi-
iert, allerdings waren auch das Gesamt-Cholesterin sowie das LDL-Cholesterin bei
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den Mutations-Alleltragern erhéht, das einen der Hauptrisikofaktoren fur die Ent-
wicklung einer Atherosklerose darstellt

Insgesamt lasst sich aus unseren Daten ableiten, dass das Allel -95T zumindest bei
unseren Patienten tendenziell mit erniedrigten Triglyzeriden und erhéhtem HDL-
Cholesterin assoziiert ist, so dass die Vermutung nahe liegt, dass diese Mutation die
Promotor-Aktivitat der Lipoproteinlipase fordert. Um statistisch signifikante Werte zur
Stiitzung dieser Hypothese zu erreichen, sollte die Studie an einer gréBeren Patien-
tenzahl weitergefiihrt werden, auBerdem erscheinen weitere in-vitro Untersuchun-

gen sinnvoll.

5.3.3 Mutation -93T/G des Lipoproteinlipase Promotors

Allelfrequenzen

Die Mutation -93T/G im Lipoproteinlipase-Promotor konnte insgesamt 8 mal in unse-
rem Kollektiv nachgewiesen werden, 6 mal in der Fallgruppe und 2 mal in der Kon-
troligruppe (p=0,151, n.s.). Insgesamt ergibt sich daraus eine Allelfrequenz von
0,9848 fur das Major-Allel und 0,0152 fir das Minor-Allel in der Gesamtgruppe. In
der Fallgruppe betrug die Major-Allelfrequenz 0,9776, in Minor-Allelfrequenz 0,0224;
in der Kontrollgruppe ergaben sich die Werte Major-Allelfrequenz 0,9923 und Minor-
Allelfrequenz 0,0077.

Diese von uns gefunden Haufigkeiten entsprechen weitestgehend denen, die in
zahlreichen Papern beschrieben wurden, ist allerdings niedriger als von uns erwar-
tet, da vielfach beschrieben ist, dass das Allel -93G mit einem erh6éhten KHK-Risiko
assoziiert ist (Kastelein et al., 1998; Wittrup et al., 1999; Hokanson, 1999; Sagoo et
al., 2008) und wir ein Kollektiv mit relativ hoher KHK-Pravalenz untersucht haben.
Die Minor-Allelfrequenz variiert deutlich zwischen den verschiedenen ethnischen
Gruppen, am haufigsten kommt -93G bei Menschen afrikanischen Ursprungs vor,
bei denen bis zu 76,4% Trager dieses Allels sind (Ehrenborg et al., 1997). Bei Men-
schen karibischen Ursprungs betragt die Minor-Allelfrequenz zwischen 0,104 und
0,407 (Hall et al., 2000; Smith et al., 2010), bei Asiaten 0,00 bis 0,0442 (Ehrenborg
et al., 1997; Hall et al., 2000). Bei Menschen kaukasischer Abstammung werden
Minor-Allelfrequenzen von 0,0145 bis 0,052 angegeben (Wittrup et al., 1999; Hall et
al., 2000; Sagoo et al., 2008), so dass wir uns mit unserem Kollektiv eher am unte-
ren Rand der vorbeschriebenen Frequenz-Haufigkeit bewegen.
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Das Ur-Allel scheint -93G zu sein, dieses ist auch konserviert in anderen Spezies,
im Laufe der Menschheitsentwicklung vom afrikanischen Kontinent aus kam es zu
den unterschiedlichen Allelfrequenzen, die heute zu beobachten sind (Yang et al.,
1996; Ehrenborg et al., 1997; Hall et al., 1997).

Vorbeschriebene Auswirkungen des SNP -93T/G in der Literatur

Der SNP an Position -93 des Lipoproteinlipase Promotors ist damit ein recht haufi-
ger SNP, der im Gegensatz zu einigen anderen SNPs in allen bisher untersuchten
ethnischen Bevdlkerungsgruppen gefunden wurde. Erstmals beschrieben wurde er
1995, in-vitro Untersuchungen zeigten eine um ca. 50% erniedrigte Promotor-
Aktivitat, die auf eine gestérte Bindung der Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 an
das in unmittelbarer Nachbarschaft liegende SRE-Element zurlickzufiihren sei
(Yang et al., 1995; Yang und Deeb, 1998). Untersuchungen in einer anderen Ar-
beitsgruppe kurze Zeit spater zeigten in-vitro dagegen eine erhdéhte Promotor-
Aktivitat durch das Allel -93G, bedingt durch Bindung eines noch nicht identifizierten
Transkriptionsfaktors an -93G, aber nicht an -93T (Hall et al., 1997). Eine mégliche
Erklarung fir diese widersprichlichen Ergebnisse ist die Verwendung unterschiedli-
cher Zellen mit jeweils unterschiedlichen Expressionsmustern flur die In-vitro-
Experimente, Yang et al arbeiteten mit Monozyten und Myoblasten, Hall et al mit
glatten Muskel- und Nebennierenzellen (Talmud et al., 1998). Sowohl eine erhéhte
als auch eine erniedrigte Promotor-Aktivitat und damit verbunden mehr oder weni-
ger LPL ist mit in der Literatur veréffentlichten Daten vereinbar (s.u.), so dass weite-
re Studien zu dieser Problematik sinnvoll erscheinen.

In der kaukasischen Bevdlkerung besteht eine starke Genkopplung des SNP -93T/G
mit einem weiteren Basenaustausch im Lipoproteinlipase Gen an Position 280
(Yang et al., 1995; Kastelein et al., 1998; Hall et al., 2000), bei Asiaten und Afrika-
nern ist diese Kopplung ebenfalls zu beobachten, allerdings deutlich schwéacher
ausgepragt (Ehrenborg et al., 1997). Die Substitution des Wildtyp-Allels G an Positi-
on 280 durch ein A im Exon 2 fihrt zu einem Aminosaureaustausch im fertigen LPL-
Enzym, an Position 9 wird anstelle eines Aspartat ein Asparagin eingebaut,
Asp9Asn (DON) (Mailly et al., 1995). Menschen mit der 9N-Variante haben gegen-
Uber 9D-Tragern erhdhte Triglyzeride und ein erniedrigtes HDL-Cholesterin, bedingt
durch eine Funktionsstérung der LPL (Mailly et al., 1995; Gerdes et al., 1997;
Wittrup et al., 1999; Sagoo et al., 2008).

Aufgrund dieser Genkopplung ist es in kaukasischen Bevélkerung schwierig, den
alleinigen Einfluss von -93G zu beobachten, daher gibt es in vielen publizierten Stu-



Diskussion 91

dien widerspruchliche Ergebnisse, insbesondere, wenn nicht erwahnt wurde, ob
neben -93G auch die andere Mutation untersucht wurde. Bei kaukasischen Patien-
ten, die heterozygot fir beide Mutationen waren, wurden in einigen Studien signifi-
kant héhere Triglyzeride sowie bei Mannern ein deutlich erhdhtes KHK-Risiko ge-
funden, kein statistischer Unterschied bestand in Bezug auf HDL-Cholesterin, Ge-
samt-Cholesterin oder BMI (Wittrup et al., 1999). In derselben Studie hatten auch
Patienten mit nur -93G oder einer homozygoten Mutation an beiden Positionen ten-
denziell erhdhte Triglyzeride, allerdings war aufgrund der geringen Fallzahlen keine
statistische Signifikanz zu beobachten. Das KHK-Risiko wurde durch Auftreten des
ApoE-Polymorphismus Apo E2/3 oder Apo E3/4 von 1,6 auf 2,5 erhdht, allerdings
gab es auch hier aufgrund der geringen Fallzahlen keine statistische Signifikanz
(Wittrup et al., 2006).

In anderen Studien an kaukasischen oder afrikanischen KHK-Patienten und gesun-
den Kontrollgruppen wurde bei doppelt-heterozygoten Patienten weder erhdhte
Triglyzeride noch ein erhéhtes KHK-Risiko nachgewiesen (Talmud et al., 1998; Fe-
rencak et al., 2003; Rios et al., 2003), dafiir aber ein signifikant erhéhtes Gesamt-
Cholesterin und niedrigeres HDL-Cholesterin (Kastelein et al., 1998).

Da die Genkopplung der beiden Mutationen bei Menschen afrikanischer Abstam-
mung deutlich geri