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Referat:

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifiziemingenetischer Risikofaktoren der humanen
endogenen Cholesterinbiosynthese. In einer dregstufgenomweiten Assoziationsstudie (2 disjunkte
KORA S3/F3- und CARLA-Kohorte) wurden 490.032 Gelypwrphismen beziglich der Phanotypen
Serumlanosterol und Serumcholesterin untersuchthNalidierung und Replikation signifikanter
SNPs der Stufe 1 in 2 weiteren unabhangigen Kohaéggte ausschliel3lich der SNP rs7703051 im
HMGCR-Locus fiir den Phanotyp Serumlanosterol eepeaduzierbare Assoziation (p = 1,4 x')0
Eine darauffolgende kumulative Analyse untersuclsiPs im HMGCR-Locus wies auch fir den
SNP rs17562686 eine signifikante Assoziation zuu@éanosterol auf (p = 4,3 x  Eine
kombinierte Analyse der beiden SNPs bzgl. Assamiath zu den untersuchten Phanotypen hob den
SNP rs7703051 als Primar-SNP hervor, beobachtetezieionen des SNP rs17562686 waren zum
Teil aufLinkage Disequilibriun(LD) zurtickzufiihren. Im Folgenden wurden in derRLA-Kohorte
mittels fine mappingmdogliche funktionell bedeutsame SNPs bestimmtchelmit einem der oben
genannten SNPs in LD stehen. Der mit rs7703051airkem LD stehende SNP rs3846662, welcher
im Intron 13 des HMGCR-Gens liegt, wies sowohl ar €ARLA-Kohorte als auch in der LE-Heart
Studie eine signifikante  Assoziation zu Serumlammét auf. Funktionelle  Gen-
expressionsuntersuchungemvivo in 51 Leberproben als auch in peripheren monoséukle Zellen
(PBMCs) von 958 Probanden der LE-Heart Studie eaigtignifikante Assoziationen des SNPs
rs3846662 zum prozentualen Ausmald des alternaBpéaingsdes Exon 13 der HMGCR-mRNA (p
< 0,01 bzw. p = 2,1 x 10, ohne Auswirkungen auf die Gesamtexpression dé&8-Gens zu haben.
Weiterfilhrende Untersuchungen der Enzymaktivitéat lB1G-CoA Reduktase in oben genannten
humanen Zellen erbrachten keine signifikanten Engsle. Diese Arbeit zeigt erstmalig genetische
Assoziationen zu einem Phanotyp der Cholesterinlosta8e. Aufgrund der hier vorgestellten
Ergebnisse kann behauptet werden, dass bereitariiekdssoziationen des HMGCR-Locus zu LDL-

Cholesterin und Gesamtcholesterin auf VarianzetemCholesterinbiosynthese zuriickzufiihren sind.
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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1.Bedeutung des Cholesterins

Lipide sind am Aufbau samtlicher zellularer Memtearbeteiligt. Dadurch wird die Existenz
von Zellen als in sich abgeschlossene Funktionsérh ermoéglicht und deren Inneres gegen
die AuRenwelt abgeschirmt. Fur diese Aufgabe singhaphile Lipide wie Phosphoglyceride
und Sphingolipide besonders geeignet, da diesennddre fur Lipide typischen hydrophoben
Alkanketten auch Uber hydrophile, polare Gruppemfigen und somit die typischen
Doppelschichten ausbilden koénnen. Cholesterin [#nso essentieller Bestandteil aller
tierischen Membranen und dient vor allem dazu, Dispelschichten zu verstarken, die
Membranfluiditdt zu gewahrleisten und somit wenigermeabel fir kleine Moleklle zu
machen (Levine & Wilkins 1971). AufRerdem leitenhsisdmtliche Steroidhormone aus

Cholesterin ab, die mannigfaltig auf den gesamtegaflsmus wirken.

1.1.1. Die Cholesterinbiosynthese

Die Cholesterinbiosynthese findet mit Ausnahme iderCytosol ablaufenden Reaktionen
vom Acetyl-Coenzym A (CoA) bis zunf-Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
ausschlief3lich im endoplasmatischen Retikulum (Bg)t. Sdmtliche Kohlenstoffatome des
Cholesterins stammen von Acetyl-CoA ab (Bloch &té&tiberg 1942; Sonderhoff & Thomas
1937). Insgesamt sind 35 einzelne Reaktionsscimattwendig, um aus 18 Molekilen Acetyl-
CoA ein Molekdl Cholesterin zu bilden. Die Synthebedarf grof3er Mengen von
Adenosintriphosphat (ATP) und wird somit stark vBmergiehaushalt der Zelle reguliert. Die
einzelnen Reaktionsschritte lassen sich in vier glewxe zusammenfassen (Tabelle 1). Die
Abfolge der einzelnen Schritte (Abbildung 1) wuidsbesondere durch die Arbeitsgruppen
von Konrad Bloch und Feodor Lynen aufgeklart, weldtr ihre Arbeiten auf diesem Gebiet
1964 den Nobelpreis fur Medizin erhielten. Die ehtsdenden Erkenntnisse waren hierbei,
dass das aus funf Kohlenstoff(C)-Atomen besteherad¢ive Isopren Isopentenyl-
Pyrophosphat (PP) der Grundkorper fur die Biosysghsowohl der Isoprenlipide als auch des
Cholesterins ist (Lynen et al. 1958a). Dieses kopwird aus Acetyl-CoA Uber das
Zwischenprodukt Mevalonat, welches aus sechs C-Atobesteht, synthetisiert (Cresson et
al. 1956; de Waard, Phillips & Bloch 1958).



1 Einleitung

Tabelle 1: Die Cholesterinbiosynthese.

Edukt—> Produkt Referenz
1. Acetyl-CoA-> Mevalonat Cresson et al. 1956; Durr & Rudney 196fhen et al.
1958b

2. Mevalonat> Isopentenyl-PP | Clayton & Bloch 1956; Lynen et al. 1958a

3. Isopentenyl-PP> Squalen Agranoff et al. 1960; Popjak et al. 1959
4. Squalen> Cholesterin Clayton & Bloch 1956; Eschenmoser ét 1955;
Kandutsch & Russell 1960; Tchen & Bloch 1957

Aufreihung der Reaktionskomplexe der Cholesterisypthese mit entsprechenden Referenzen, in demen di

einzelnen Reaktionsschritte und deren Rolle inBlesynthese im Detail beschrieben werden.

Acetyl-CoA

-

Acetacetyl-CoA

Cytosol | Cytosol
HMG-CoA
endoplasmatisches l endoplasmatisches
Retikulum Retikulum
Mevalonat

l 4 Reaktionsschritte

I[sopentenylpyrophosphat

l 6 Reaktionsschritte

Squalen

J’ 3 Reaktionsschritte

|

Lanosterol
P N
P
Lathosterol 19 Reaktionsschritte Desmosterol
N «
Cholesterin

Abbildung 1: Reaktionsabfolge der Cholesterinbidbgse mit den wichtigsten Zwischenprodukten. Die
Syntheseabfolge Uiber Lathosterol stellt Hamdutsch-Russell-Weg, die iber Desmosterol denlBWeg dar.

-2-



1 Einleitung

In diesem Zusammenhang wurden vor allem Vorarbetégegriffen, die postulierten, dass
die Zyklisierung von Squalen — einem Polyisoprenseidcu Cholesterin fihrt (Robinson
1934). Ein wichtiger Punkt ist hierbei, dass sith Biosynthese des Cholesterins ab dem
Metabolit Lanosterol (drei Reaktionsschritte vornu&lgn) verzweigt und einerseits Uber den
Bloch-Weg andererseits tber den Kandutsch-Russed-u Cholesterin fuhrt (Abbildung
1).

1.1.2. Stoffwechsel, Abbau und Ausscheidung des Cholestesi

Bei ausgeglichener Nahrung nimmt der menschlictga@ismus ca. 300 mg Cholesterin pro
Tag auf. Da jedoch taglich etwa 1 g CholesterirFamm von Gallenséuren ausgeschieden
werden, muss der grofl3ere Anteil durch Neusynthashgeliefert werden. Die Neusynthese
findet Uberwiegend in extrahepatischen Gewebeh Staim gegeniber kommt der Leber eine
Schlusselfunktion in der Aufrechterhaltung eines(kgleichgewichtes zu (Dietschy & Turley
2002). Die intestinale Aufnahme von Nahrungschelastwird durch den Niemann-Pick C1
like 1 Transporter (NPC1L1) vermittelt (Altmannadt 2004).
Die genauen Mechanismen des intrazellularen Claslatansportes sind noch nicht geklart.
Es gibt jedoch viele Hinweise darauf, dass Cholesteeben dem bekannten Transport
innerhalb von Doppelschichtvesikeln auch nichtdegir durch die Bindung an
Transportproteine an seinen Bestimmungsort befosdied (Baumann et al. 2005). Hierbei
handelt es sich vermutlich um die Proteinfamilid giner lipidbindenden START-Doméne
(Alpy & Tomasetto 2005) und um die Proteinfamilier dOxysterol bindenden Proteine
(Olkkonen et al. 2006). AulRerdem haben Untersuchiragy Patienten mit der Niemann-Pick
Typ C Krankheit (NPC) gezeigt, dass extern aufganemes Cholesterin nach lysosomaler
Verarbeitung auf zwei Transportproteine angewigsen NPC1 und NPC2 - um nicht in
Lysosomen zu akkumulieren (Infante et al. 2008,Xal. 2007).
Cholesterin ist in freier Form zytotoxisch (Warrgral. 1995). Daher wird es am ER durch
die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) estert und in Form von Lipidtropfchen
gespeichert, wenn es nicht fir den unmittelbarefbdw von Zellmembranen bendétigt wird.
Cholesterinester (CE), welche in spezialisiertelleBeendokriner Organe, wie dem Ovar, den
Testes oder den Nebennierenrinden hergestellt aspegchert werden, bilden au3erdem den
Grundbaustein fur die Synthese von Steroidhormonen.
Hingegen werden hepatisch synthetisierte Cikeary low density lipoproteifVLDL)- und
low density lipoprotein(LDL)-Partikeln inkorporiert und zum extrahepalisa Gewebe
transportiert (vgl. 1.2.2.1. und 1.2.2.2.), wahreter reverse Transport zur Leber als
-3-



1 Einleitung

Ausscheidungsorgan des Cholesterin vornehmlichhchigh density lipoproteifHDL)- aber
auch durchLDL-Partikel vermittelt wird.

Cholesterin wird durch den menschlichen Kérper ksiighlich in Form von Gallensauren
ausgeschieden, welche in einen enterohepatischemsl&uf eintreten und zu 90-95%
reabsorbiert werden. Cholesterin selbst ist nichsserloslich, Gallensduren hingegen sind
amphiphile Molekiule und kénnen in Wasser kleine #ggte — so genannte Mizellen —
bilden (Monte et al. 2009). Die Synthese der Gabemen ist sehr komplex und ihre
Teilreaktionen finden im Cytosol, dem ER, den Mitondrien und Peroxisomen der
Hepatozyten statt, die einer starkimedbacknhibition unterliegen (Chiang 2004; Russell
2003). Die wichtigsten Endprodukte sind Cholsdural (Chenodesoxycholsdure. Diese
werden als amidierte bzw. konjugierte Form tber BRC, ABCC2 und ABCG2, Mitglieder
der ATP Binding Cassettélransporter Familie, in die Gallenwege sezernj@kita et al.
2001; Gerloff et al. 1998). Neben ihrer Hauptfuakti Nahrungsfette und fettlosliche
Vitamine im Jejunum zu emulgieren und somit absongféahig zu machen, scheinen
Gallensauren auch endokrine und parakrine Eigeftechau besitzen, sowie eine Rolle in der
Entzindungsantwort zu spielen (Geier et al. 200@uteh, Watanabe & Auwerx 2006).
Wahrend der Darmpassage unterliegt ein Teil dete@suren einer bakteriell induzierten
Biotransformation, bevor sie im lleum durch aktiv€ransport apikal in die Enterozyten
aufgenommen werden und diese basolateral ins Pem@hblut verlassen (Craddock et al.
1998; Dawson et al. 2005). Dort gelangen sie albgetiunden zu den Lebersinusoiden
zurtck und werden natriumabhé&ngig (Hagenbuch & M&894) und -unabhangig (Kullak-
Ublick et al. 2001) aufgenommen.

Zwei weitere Mechanismen der Cholesterinausschgidumd bedeutsam. ABCG5/ABCG8-
Heterodimere (Graf et al. 2003), welche eine Hanligtrim Phytosterolstoffwechsel spielen
und apikal in Enterozyten lokalisiert sind, kénn&eies Cholesterin direkt nach ihrer
Aufnahme wieder ins intestinale Lumen ausscheid@maf, Wang & Wang 2004). Durch
denselben Mechanismus geben Hepatozyten freiee§tbah in die Gallenwege ab (Yu et al.
2002). Auch gibt es Hinweise darauf, dass das dejuim der Lage ist, Cholesterin aktiv zu
sezernieren. Dieser Weg der Cholesterinausscheidunigl auch transintestinaler
Cholesterinefflux  (TICE) genannt. Uber dessen Ramlev im  humanen
Cholesterinstoffwechsel herrscht aber im Gegensatz murinen Modell noch Unklarheit
(van der Velde, Brufau & Groen 2010).
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1.1.3. Regulation der Cholesterinhomoostase

Da Cholesterin einerseits essentiell fur die resgéite Membranfluiditat einer jeden tierischen
Zelle, andererseits insbesondere die BereitsteMamgintrazellularem Cholesterin mit einem
hohen Energieaufwand verbunden ist, gehort die ést@linbiosynthese zu einem der am
starksten regulierten Prozesse in der Zellbiolo@ariber hinaus ist Cholesterin nahezu
unléslich in wassrigen Medien, so dass endogeneleSiesinbiosynthese und exogene
Cholesterinzufuhr genau aufeinander abgestimmt sgiesen. Bereits vor fast 80 Jahren
zeigte Rudolf Schonheimer im Mausmodell, dass dieol€>terinbiosynthese einem
Feedback-Mechanismus unterliegt (Schoenheimer &dfe 1933). 40 Jahre spéater konnte
gezeigt werden, dass die HMG-CoA-Reduktase das lieegnde Schliisselenzym der
Cholesterinbiosynthese ist (Goldstein & Brown 19uB) stark von der rezeptorvermittelten
Endozytose von LDL-Partikeln mit konsekutiver Fetming von Cholesterin abhéngt
(Brown & Goldstein 1986).

Cholesterin vermittelt seine inhibitorische Wirkurguf die eigene Biosynthese auf
verschiedene Arten. Ein Mechanismus ist die Regulater Transkription des LDL-
Rezeptorgens und von Genen, welche an der Choidsteynthese beteiligt sind. Diese
Gene besitzen in ihrer Promotorregion mehrere Kopenes aus acht Nukleotiden
bestehenden sogenannten SterolregulationselemBi-1p (Smith et al. 1990). Das SRE-1
ist einenhancerund bindet Transkriptionsfaktoren, die akerol response element binding
proteins(SREBP) bezeichnet werden, die in drei Isoformefkammen. Fiur die Regulation
durch Cholesterin ist vor allem das SREBP-2 zusga(idorton et al. 1998; Sakakura et al.
2001). Der molekulare Mechanismus der AktivieruognwwSREBP-2 ist komplex (Abbildung
2). Bei hohen intrazellularen Cholesterinkonzemiren liegt das SREBP-2 als
transmembranarer Komplex im ER mit einem weitereotdh vor, welches alSREBP
cleavage-activating protei(Scap)bezeichnet wird. Hier bindet der Komplex an e lakig-
Protein (nsulin induced genebezeichnetes Membranprotein (Yang et al. 200R)ktSler
Cholesterinspiegel, 16st sich der Scap/SREBP-2-Kerpon Insig und wird vesikular zum
Golgi-Apparat transloziert (Nohturfft, Brown & Gatkin 1998). Scap dient hierbei als
Sterol-sensitiver Transporter des Komplexes. ImgGApparat trifft dieser Komplex auf die
aktive Protease S1P, welche SREBP-2 Iluminal spaltet somit zur Trennung des
Scap/SREBP-2-Komplexes fuhrt (Duncan et al. 19%es ermdglicht einer weiteren
Protease, S2P, mit dem SREBP-2-Residuum zu inezeagi wodurch der N-terminale Teil
mit seiner funktionellen basic-helix-loop-helix-leucineipperpHLH-zip)-Domane vom
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SREBP-2 als eigentlicher Transkriptionsfaktor fesigtzt wird und im Zellkern Gene
aktiviert, die die Cholesterinaufnahme und -synehemtrollieren (Rawson et al. 1997).

SCAP SREBP

Zellkern
iw 7 SRE I >
Lumen "

Sterole

Golgi

i

Lumen :
siP) 5 S2P

Abbildung 2: Schematische Darstellung des SREBRebigeges. Einzelheiten siehe Text (Brown & Goldstei
20009).

Weitere Untersuchungen der Gruppe um Goldstein Brodvn haben in den vergangenen
Jahren gezeigt, dass Oxysterole und Cholesterinvensichiedenen Wegen mit dem Insig-
Scap-SREBP-Komplex interagieren, jedoch zum gleidaegebnis fuhren (Radhakrishnan et
al. 2004; Radhakrishnan et al. 2007). Bei hohenrofjgegeln verhindert eine
Konformationsanderung innerhalb des Scap-Protelasscoat protein complex Il (Copll)-
coated Vesikel mit einer spezifischen Aminosauresequenz (MELADIes dScap-Proteins
interagieren kénnen und somit die Translokation &R in den Golgi-Apparat iniitieren
(Antonny & Schekman 2001; Espenshade, Li & Yabe22(Bun et al. 2007). Ebenfalls
konnte nachgewiesen werden, dass dieser Mechanismu#\bhangigkeit von der
Cholesterinkonzentration des ER wie ein ,An-Aus-keaismus” funktioniert. Betragt der
Cholesteringehalt des ER weniger als 5% der Gegad#tl des ER, so kommt es zur
Translokation deScap/SREBP-2-Komplexes in den Golgi-Apparat. Steigtkonzentration
auf Uber 5% an, kommt es zum plotzlichen Abbruckdifakrishnan et al. 2008). Des
Weiteren fuhrt eine Steroldepletion in der Zeller ztaschen Ubiquitinylierung und
Degradation von Insig-1, wahrend eine Sterolakkatnouh Insig-1 durch die Insig-Scap-
Komplexierung stabilisiert (Gong et al. 2006). Eiweiterer Mechanismus der
Cholesterinhomdostase ist dedbackkontrollierte Proteindegradation des Schlisselerszy

HMG-CoA-Reduktase. Hohe Sterolspiegel, insbesondere Oxysterolen und Lanosterol,
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fuhren zur Komplexierung der HMG-CoA-Reduktase unsig. Dieser Schritt initiiert die
Ubiquitinylierung der HMG-CoA-Reduktase mit naclgehder proteosomaler Degradation
(Lange et al. 2008; Sever et al. 2003; Song, S&\Bose-Boyd 2005).

1.2.Der Lipoproteinstoffwechsel

Da bei Lipiden die hydrophoben Eigenschaften tUbegem, ist ihr Transport im Blut in freier
Form kaum moglich. Daher werden fast sdmtlichedapilurch spezifische Transportproteine
— Lipoproteine — innerhalb des Blutplasmas befdrder

1.2.1. Aufbau der Lipoproteine

Die im Plasma vorkommenden Lipoproteine kénnen ad@rschiedener Kriterien eingeteilt
werden. Die Namensgebung basiert entsprechend hebte auf ihrem Verhalten in einer
Ultrazentrifuge. Man unterscheidet dabei funf Halggsen nach ansteigender Dichte:
Chylomikronen (CM) mit < 0,95 g/ml, VLDL mit < 1,80g/ml, intermediate density
lipoproteins(IDL) mit < 1,019 g/ml, LDL < 1,063 g/ml und HDL ineiner Dichte bis 1,21
g/ml. Sie besitzen weiterhin sowohl einen untemestlchen Lipidgehalt als auch ein
unterschiedliches Verhéaltnis von Lipiden zu Apoppateinen (APO). Letztere stellen
Funktionsproteine der Lipoproteine dar, die deefaktion mit verschiedenen Enzymen und
Rezeptoren dienen. Wahrend CM zu 98% aus Lipideth mur ca. 2% APO bestehen,
verandert sich das Verhéltnis der Lipide gegenikie® Uber VLDL und LDL sukzessive
und weist bei den HDL-Partikeln nur noch einen Anteon 55% Lipiden an der
Gesamtmasse auf (Nelson & Cox 2006). Lipoproteind wie folgt aufgebaut (Abbildung
3): Im Inneren des Lipoproteins befinden sich apolapide wie Triacylglycerine (TAG) und
CE. Diese werden von einer Hulle amphiphiler Phofiplde umgeben, welche mit ihren
nach aul3en gerichteten hydrophilen Gruppen denspaahim Plasma ermdglichen. In der
aulleren Hille befinden sich neben freien Cholesteiekilen auch APO. CM und VLDL
sind relativ reich an TAG, wahrend im Inneren dé&lLund HDL CE uberwiegen. Da APO
einerseits der Stabilisierung eines Lipoproteinsendn, andererseits vielfaltige
Rezeptorfunktionen besitzen, kommt ihnen innerhdés Lipoproteinstoffwechsels eine
Schlusselfunktion zu. Aus diesem Grund tragen theednen Lipoproteinklassen spezifische

APO-Muster, welche zu einem unterschiedlichargetting und sorting der Lipoproteine
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innerhalb des Stoffwechsels filhren (vgl. 1.2.2neBi Uberblick der wichtigsten derzeit
bekannten APO vermittelt Tabelle 2.

HULLE KERN
Q unverestertes Cholesterin QChoIesterinester

ﬁ Phospholipid ?ﬁ Triglyceride

() Avolipoprotein

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung eines Lipdpiopartikels (AntiSense 2010).

Tabelle 2: Klassifizierung und Funktion wichtiger APO im hunga Serum.

apo | Lipoprotein Funktion Referenz

Al CM, HDL Aktivator der LCAT Fielding, Shore & Fielding 1972
Ligand von SR-BI Xu et al. 1997

All |CM, HDL Aktivator der Mowri et al. 1996
hepatischen Lipase

AlV |CM, HDL TAG-Inkooperation in| Lu et al. 2006
CM

B48 | CM strukturgebend Kane, Hardman & Paulus 1980

B100 | VLDL,LDL Ligand des apoB100; Attie, Pittman & Steinberg 1982
Rezeptors

Cl CM, VLDL, HDL | Aktivator der LCAT Albers, Lin & Roberts 1979
Inhibitor des CETP Sparks & Pritchard 1989

Cll | CM, VLDL, HDL | Aktivator der LPL Breckenridge et al. 1978

Clll | CM, VLDL, HDL | Inhibitor der LPL Wang et al. 1985

D HDL Modulator der LCAT| Steyrer & Kostner 1988
strukturgebend Blanco-Vaca et al. 1992

E VLDL, HDL Ligand des apoEr Kowal et al. 1989
Rezeptors

LCAT = Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase, SR-BI Scavenger Rezeptor Bl, CETP = Cholesterinester-

Transferprotein, LPL = Lipoproteinlipase
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1.2.2. Metabolismus und Funktion der Lipoproteine

1.2.2.1. Metabolismus von Chylomikronen und VLDL

CM und VLDL gehoren zu den triacylglycerinreichenpaproteinen. Wahrend CM
Nahrungslipide transportieren, sind VLDL vor alldiir den Transport von endogen in der
Leber synthetisierten TAG verantwortlich. Mit demaNung aufgenommene TAG werden
durch die pankreatische Lipase hauptséchlich ins&eten (FS) und Monoacylglycerole
(MAG) gespalten, um absorbiert werden zu kénneres®iSpaltprodukte wandern in den
Enterozyten unmittelbar nach ihrer Aufnahme prgebunden zum ER, da héhere
Konzentrationen freier FS schnell zum Zelltod fihwairden (Stralfors 1990). Im ER werden
FS und MAG enzymatisch wieder zu TAG zusammengesgid in dort gebildete CM
inkorporiert (Mansbach 1973; Yen & Farese, Jr. 2008enn es zur intestinalen Aufnahme
von hauptsachlich freien FS kommt, werden diesé aliekt Gber das Portalvenenblut zur
Leber befordert und in dort synthetisierte VLDL-#Haal eingefligt (Mansbach et al. 1991).
CM werden zunéachst als PraCM in humanen Enteroziyteainem Zwei-Stufen-Prozess
synthetisiert (Cartwright & Higgins 2001). An derelibran des ER wird ein primordiales
CM hergestellt, welches hauptsachlich aus apoB#8spholipiden und Cholesterin besteht
und von der Dichte mit einem HDL vergleichbar ®bligater Bestandteil ist das apoB48,
dessen mMRNA intestinal einem posttranskriptional®eRNA editing des apoB-Gens
unterliegt, wodurch ein vorzeitiges Stopp-CodorPasition 2153 eingefiigt wird (Chen et al.
1987; Powell et al. 1987). Dieses primordiale Ckgtidann im ER-Lumen vor und wird
daraufhin mit Partikeln, die reich an TAG und CHdsi durch das mikrosomale TAG-
Transferprotein beladen (Wu et al. 1996). Danadhblgr der Transport der PrACM zum
Golgi-Apparat durch ein spezielles Transportvesi@@CTV) (Siddigi et al. 2003). Hier
erfolgt die Implementation von apoAl (Siddigi et. &006) und eine Veradnderung des
Glykosylierungsmusters von apoB48 (Berriot-Varogueat al. 2001), bevor sie als finale
CM per Exozytose die basolaterale Membran passi&ahesin, Clark & Holt 1977). Von
hier gelangen sie Uber Lymphwege des Ductus thmradn das venése Blut, wo sie sehr
schnell ihre Konformation &ndern und mit HDL-Pagtik apoC und apoE austauschen.
Insbesondere die Translokation von apoCll fuhrtugdadass die Lipoproteinlipase (LPL),
welche im Endothel der Kapillaren und im extrahesghien Gewebe lokalisiert ist, aktiviert
wird und die Spaltung von TAG zu Glycerin und FSakgsiert (Redgrave 1970). Die FS
werden anschlieend vom umliegenden Gewebe aufgeeonund verstoffwechselt. Auf
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diesem Weg werden bis 90% der TAG abgebaut. Gleithaverden Cholesterin und apoAl
auf HDL-Vorstufen Ubertragen. Infolge der Lipolysetstehen die kleineren Chmnants
welche in der Lage sind, durch das fenestrierteolred der Leber in den Disse-Raum zu
gelangen (Fraser, Dobbs & Rogers 1995). Dort konmest zur apoE-vermittelten
Sequestrierung (Ji et al. 1993) und zur erneutpolise durch die hepatische Lipase (HL),
bevor die Internalisierung durch den LDL-RezeptdDl(R) und dasLDL-receptor related
protein (LRP) erfolgt (Willnow 1997). CMemnants werden zum Teil aber auch
extrahepatisch aufgenommen. Man betrachtet sie antkerem als einen moglichen Faktor in
der Pathogenese der Atherosklerose, da sie ohinerige Modifikation von Makrophagen
aufgenommen werden und zur Schaumzellbildung fiikéemen (Batt et al. 2004; Fujioka,
Cooper & Fong 1998; Napolitano et al. 2001).

Die Synthese der VLDL in der Leber ist prinzipieilt der Synthese von CM in Enterozyten
vergleichbar. Unterschiede sind vor allem durch Alissstattung der APO gekennzeichnet.
Das apoB-Gen wird in der Leber komplett translatiend bildet das apoB100. Dessen
Assoziierung mit hepatisch synthetisierten TAG @t erfolgt am rauen ER und bildet das
Pra-VLDL (Bostrom et al. 1988; Rustaeus et al. J98&nach erfolgt im Golgi-Apparat die
Zusammensetzung mit apoCI-Clll und apoE zum VLDlei Biedrigem Lipidgehalt des
Cytosols erfolgt die Sekretion von TAG-armen VLDIst der Lipidgehalt erh6ht, so kommt
es im Golgi-Apparat zu einer erneuten BeladungRiasikels mit Lipiden und zur Sekretion
von TAG-reichen VLDL (Gibbons, Islam & Pease 2000; Stillemark-Billtonat 2005).
Diese additive Lipidierung wird durch das ProtaidP-ribosylation factor Ieguliert (Asp et
al. 2005). Neben der Regulierung der VLDL-Synthdsech die hepatische Bereitstellung
von TAG konnte auch gezeigt werden, dass die emsoo@olesterinbiosynthese die VLDL-
Synthese beeinflusst und Statine als InhibitorenGlelesterinbiosynthese zur verminderten
VLDL-Synthese fuihren (Ginsberg et al. 1987; Kharlcdx & Heimberg 1989). Im Plasma
kommt es dann infolge von Interaktionen mit HDL4i#a&n zur Anreicherung von apoCll
und apoE. Ersteres bewirkt im extrahepatischen Gevage Aktivierung der LPL, wodurch
es zum Abbau der VLDL zu IDL und VLDtemnantskommt. Aus IDL werden dann LDL
gebildet (vgl. 1.2.2.2.). VLDlremnantshingegen werden ahnlich wie CiMmnantsapoE-

vermittelt in der Leber aufgenommen (Hussain e1291).
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1.2.2.2. Metabolismus von LDL und HDL

LDL werden in einer metabolischen Kaskade durchiiievirkung der LPL und der HL aus
VLDL Uber das Zwischenprodukt IDL gebildet. Die Uamdlung von IDL zu LDL ist apoE-
vermittelt und fuhrt zum Verlust der apoE-Partikeaf den entstehenden LDL (Ehnholm et al.
1984). Bei niedrigen Spiegeln an TAG kénnen LDLFadaekt von der Leber synthetisiert
werden (Gaw et al. 1995). LDL sind cholesterinretobsitzen nur apoB100 und dienen dazu
extrahepatisches Gewebe mit Cholesterin zu versorgeie Aufnahme geschieht
rezeptorvermittelt ber Endozytose. ApoB100 didstlagand fur den LDLR, welcher in
sogenanntegoated pitsakkumuliert, um ein LDL-Partikel aufzunehmen (Argten, Brown

& Goldstein 1977; Anderson, Goldstein & Brown 1976ach Internalisierung des LDL wird
es dem Lysosom zugefuhrt und dort hydrolysiert, neétt die LDLR zugig recycelt und zur
Zellmembran zurtickgefuhrt werden (Brown, Anderson Boldstein 1983; Goldstein,
Brunschede & Brown 1975). Frei werdendes Cholesterrkt ber den SREBP-Signalweg
regulatorisch auf die intrazellulare Cholesterinkostase. Die Aktivitat der HMG-CoA-
Reduktase wird multimodal supprimiert, die Trangkon des LDLR-Gens unterdriickt (vgl.
1.1.3.) und die ACAT aktiviert, um Cholesterin iairger Esterform zu speichern (Brown,
Dana & Goldstein 1975). Statine fihren aufgrundseiieMechanismen und ihrer Inhibition
der vornehmlich hepatischen HMG-CoA-Reduktase nereverstarkten LDLR-Expression
auf Membranen der Hepatozyten und konsekutiv zdrigieren LDL-Plasmaspiegeln (Brown
& Goldstein 2004). Werden LDL-Partikel nicht endazysch aufgenommen, so kénnen sie
bei Stérung der endothelialen Barrierefunktion ia thtima von Gefal3en einwandern und
dort zu Atherosklerose fiihren (vgl. 1.3.2.2.). WieDL sind auch LDL nicht homogen.
Insbesondere eine hohere VLDPKonzentration (Packard & Shepherd 1989t tber das
Cholesterinester-Transferprotein (CETP) zur Bildwwn TAG-reichen, CE-armen LDL
(Eisenberg 1985), die ein praferiertes SubstratHlearstellt. Die resultierende Lipolyse
fuhrt zusmall densd.DL (sdLDL), die aufgrund einer verdnderten apoBXlnformation
einerseits eine geringere Affinitdt zum LDLR zeigemd somit langer im Blut zirkulieren
kénnen (Nigon et al. 1991), andererseits vermelirtRroteoglykanen in der Arterienwand
interagieren (Anber et al. 1996). Da sie auch starkls andere LDL-Partikel fur
Oxidierungsprozesse empfanglich sind, wird ihr eigenes Potential als besonders hoch
eingeschatzt (Tribble et al. 1992).

HDL bilden die vierte Gruppe der bekannten Lipopio¢. Diese sind reich an Cholesterin
bzw. CE und werden als das zentrale Lipoproteinabbtet, welches den reversen Transport
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von Uberschiussigem Cholesterin (RCT) im periphegBewebe zur Leber vermittelt. Die
Gruppe der HDL-Partikel ist sehr heterogen. HDLewstheiden sich dabei insbesondere in
ihrer Dichte und GroRRe, aber auch in ihren elektooptischen Eigenschaften und im
Vorhandensein unterschiedlicher APO (Lund-Katzle2@03). Nach derzeitigem Stand der
Forschung stellen lipidfreie, in der Leber synthietie apoA-lI die Grundlage fur HDL-
Molekule dar (Zannis et al. 1985). apoA-| interagmit ABCA1, einem Mitglied deATP
Binding CassetteTransporter Familie, welches auf Hepatozyten uedipperen Zellen
einschlie3lich Makrophagen exprimiert wird. Die$ifiiin der Leber zu einer Beladung mit
Phospholipiden und freiem Cholesterin (FC) und $aoni Bildung discoidaler HDL-Partikel
(Timmins et al. 2005). Der ABCAl-vermittelte Chdlasnausstrom geschieht vermutlich
zweistufig, wie Funktionsanalysen mit Mutationemerhalb des ABCA1-Gens zeigten.
Zunachst kommt es zur Bildung eines engen Komplexgischen ABCAL1l und apoA-I,
danach erfolgt der aktive ABCAl-vermittelte Tramst®n Cholesterin (Chambenoit et al.
2001; Fitzgerald et al. 2002).

Weiterhin fihrt apoA-1 zur Bindung und Aktivierungder Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase (LCAT), welche das FC der discadaHDL-Partikel zu CE umwandelt
(Fielding, Shore & Fielding 1972). Diese wandermas apolare Zentrum des HDL-Partikels.
Wird gentigend FC auf diesem Weg aufgenommen, sarkas durch die Anreicherung von
CE im Kern zur Konformationsénderung und Ausbildueder, spharischer HDL-Partikel in
der Peripherie, welche dann nicht mehr mit ABCAteliagieren (Oram & Vaughan 2000;
Wang et al. 2000). Makrophagen besitzen mit ABC@d dem Scavenger Rezeptor Bl (SR-
Bl) noch weitere Moglichkeiten FC auf sphérische lHRu dbertragen. (vgl. auch Kapitel
1.3.2.2.) Im Blut kommt es nachfolgend zu vielen haelwirkungen mit anderen
Lipoproteinen. Das bendétigte Phosphatidylcholin die Umwandlung von FC zu CE erhélt
die LCAT uber das Phospholipid Transfer Protein ¥uBL (Tall et al. 1985). Andererseits
werden CE uber das CETP von HDL auf LDL und VLDleitbagen (Tall 1995). Inwiefern
das CETP damit den RCT beeinflusst, ist noch udgekihd Fokus der aktuellen Forschung.
HDL-Cholesterin (HDL-C) wird schlie3lich zweistufigoer den Rezeptor SR-BI (vgl. Kapitel
1.3.2.2.) in die Hepatozyten aufgenommen und flggdst in verschiedene Stoffwechselwege
ein (Ueda et al. 1999). GrolRe HDL-Partikel binderlbei besser an SR-BI und geben mehr
Cholesterin an die Hepatozyten ab (Thuahnai €2Gfl4). Die Rolle von HDL innerhalb des
Lipidstoffwechsels insbesondere bei der Entstehwmog Krankheiten ist noch nicht
abschlieBend geklart. Zwar gibt es aus epidemistbgin Untersuchungen seit langem

stichhaltige Nachweise, dass ein erhohter Plasmgsibvon HDL mit geringerem Risiko flr
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kardiovaskulare Erkrankungen verbunden ist (Goradnal. 1977), aber verschiedene
experimentelle Modelle in Maus und Mensch, um de&irRjuantitativ zu messen, zeigen
bisher keinen sicheren Hinweis auf eine direkter&lation zwischen HDL-C-Plasmaspiegeln
und dem RCT (Rader et al. 2009; Schwartz et al8L9%uch gibt es keinen zuverlassigen
direkten Hinweis darauf, dass HDL zu einem messba@holesterinefflux aus der

Arterienwand fuhrt (Vergeer et al. 2010). Vielmahbt es Anzeichen, dass das HDL eine
direkte protektive Rolle in inflammatorischen ungidativen Prozessen spielt und somit
gefalRprotektiv wirkt (Ansell et al. 2003; Navaba&t2001). Aber auch diese Untersuchungen
fanden bisher fast ausschlief3ligh vitro statt und konntenn vivo noch nicht repliziert

werden.

1.3. Atherosklerose — eine multifaktorielle Erkrankung

1.3.1. Risikofaktoren der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der grofR3ed mittelgrof3en Arterien. Sie verlauft

Uber lange Zeit asymptomatisch und manifestierh stemeist erst klinisch in ihren

Endpunkten akutes Koronarsyndrom, Schlaganfall,utysmabildung und peripher arterielle
Verschlusskrankheit. In Deutschland stellen Kraitiime des Herz-Kreislaufsystems

weiterhin mit 41,7% bzw. 356 462 Sterbefallen diéufigste Todesursache dar. Davon
entfallen fast 74 000 Falle auf die chronisch iscisghe Herzkrankheit, ca. 53 000 auf den
akuten Myokardinfarkt (Statistisches Bundesamt 2010Die direkten Kosten der

Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems beliefen skfl96 in Deutschland auf 16 879
Millionen Euro (Statistisches Bundesamt 2010b).

Das Lebenszeitrisiko eines 50-jahrigen Menscheereivestlichen Industrienation, der bis
dahin keine klinische Manifestation einer Athereskbe aufwies, an einer koronaren
Herzkrankheit zu erkranken bzw. aufgrund eines HnH{es der Atherosklerose zu

versterben, wurde in der Framingham Herzstudie 5ti7% fur Manner bzw. 39,2% fur

Frauen berechnet (Lloyd-Jones et al. 2006). Anhandvielen epidemiologischen Studien
konnten bis zum heutigen Tag zahlreiche Risikofatadentifiziert werden. Von diesen sind
in der Wissenschaft weitestgehend anerkannte FaktoBestandteil zahlreicher

Behandlungsleitlinien (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Aufstellung von Risikofaktoren der Atherosklerosach ATP Il Leitlinien
(NCEP ATP Il 2002).

Risikofaktor Referenz

Bluthochdruck Kannel 1996

Diabetes mellitus Kannel & McGee 1979
Exposition zu Tabakrauch Law, Morris & Wald 1997
familiare Disposition Barrett-Connor & Khaw 1984
Alter Wilson et al. 1998
LDL-Cholesterin (LDL-C) Cremer et al. 1997

HDL-C Gordon et al. 1989

Diese Risikofaktoren finden seit langerem Anwendumgder Berechnung verschiedener
Risikoscores, wie z.B. dem Framingham Score (Wilsinal. 1998), dem European

Systematic COronary Risk Evaluation (SCORE) alpanit(Conroy et al. 2003) oder dem

PROCAM Score (Assmann, Cullen & Schulte 2002), welder Risikostratifizierung und der

damit verbundenen therapeutischen Interventionemeah.

Weiterhin gibt es Hinweise, dass erhohte Serumspi@gn Homocystein, Fibrinogen,

Lipoprotein (a) und C-reaktivem Protein (CRP) alski@faktoren flr Atherosklerose eine

wichtige Rolle spielen kdnnten. Ein abschlieRentmnsens Uber deren Einfluss, welcher sich
in Leitlinien niederschlagt, steht aber aus. Neloem genannten Faktoren sind derzeit
aul3erdem verschiedene Zusammenstellungen mulbdsmatischer Biomarker im Fokus

der wissenschaftlichen Diskussion, welche eine tzlishe prognostische Aussage uber
klinische Endpunkte der Atherosklerose liefern kénn(Zethelius et al. 2008).

Unter allen Risikofaktoren spielt die Hypercholestémie als eigenstandiger Kausalfaktor
eine herausragende Rolle. Daher gibt es zahlrdichpfehlungen, Patienten mit erhdhten
LDL-C-Plasmaspiegeln oder erhdhtem Gesamtcholesterzeitig Statine zu verabreichen,
wenn das 10-Jahres-Risiko des Auftretens klinisémetpunkte der Atherosklerose erhoht ist
(Graham et al. 2007; Grundy et al. 2004). Grundléige diese Empfehlungen bilden

zahlreiche Interventionsstudien, welche zweifelséiae Reduktion der Mortalitat durch die

Gabe von Statinen bei hypercholesterinamischerefati aufweisen (Cannon et al. 2004;
Gould et al. 1998; Smith & Pekkanen 1994).
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1.3.2. Einfluss des Cholesterins auf die Pathogemreder Atherosklerose

1.3.2.1. Endotheldysfunktion

Es ist heutzutage weitestgehend anerkannt, dassFeittstoffwechselstérung die Grundlage
fur die Entstehung der Atherosklerose bildet. In tizten Jahren haben sich allerdings viele
Hinweise ergeben, dass die darauf folgende lokalesi Inflammationsreaktion einen
entscheidenden Modulator fir die weitere Ausbildugiger atherosklerotischen Lasion
darstellt (Ross 1999). Bereits Rudolf Virchow bessh die Atherosklerose als eine
proliferative Reaktion, welche durch eine Schadgyaer Intima der Arterienwand iniitiert
wird (Virchow 1858). Auch heute hat diese Grundlagsterhin Bestand, wenn gleich sie
aber mittlerweile durch diergsponse to injufy Hypothese weiter prazisiert wurde (Ross
1986; Ross 1993; Ross, Glomset & Harker 1977). iastont vielmehr die endotheliale
Dysfunktion als Ausléser der Atherosklerose, dddgsache erhohte LDL-C-Plasmaspiegel
und modifizierte LDL-Partikel, aber auch freie Rale infolge von Zigarettenrauch,
Bluthochdruck und Diabetes mellitus sein kdnners veitere mogliche auslésende Faktoren
werden erhohte Homocysteinspiegel im Plasma (Dudetaal. 1991) als auch infektiose
Mikroorganismen wie Herpesviren (Hajjar et al. 1p8ind Chlamydia pneumoniae
(Muhlestein et al. 1996) betrachtet. Auch ein gelhes Ungleichgewicht von Vasodilatatoren
und Vasokonstriktoren kann zur Endotheldysfunkfidmren (Lerman & Burnett 1992). Vor
allem die Verminderung der Stickstoffmonoxid(NO)RByase fiihrt zur weiteren Progression
der Dysfunktion zur Atherosklerose (Oemar et al98)9 Oxidativer Stress, insbesondere
durch oxidierte LDL-Partikel und freie Radikale darZigarettenrauchen, fuhrt zu einer
abnormalen Vasomotorik, Einschrankung der Barnigretion und vor allem zur vermehrten
Bildung von Endothelin und Adhasionsmolektlen (Detval. 1998; Lerman et al. 1993).

1.3.2.2. Von der Endotheldysfunktion zur Schaumzedildung

Infolge der Stoérung der Barrierefunktion des Endtghkommt es zu einer verstarkten
Einwanderung von Lipidpartikeln in den subendotidelh Raum. Circa 90% wandern dabei
durch Transzytose ein, welche auf Partikelgrof3em &0 nm Durchmesser beschrankt ist
(Simionescu & Simionescu 1993). Gemal3 desponse to retentiérHypothese (Williams

& Tabas 1995) fuhrt die Einwanderung von LDL-Paetikzu einer lokalen Synthese APO B
bindender Molekiile, welche zu einer progredient&kuinulation von LDL fuhren. Daneben
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bewirkt die lokale Aktivitat von Sphingomyelinasdre Bildung von LDL-Mikroaggregaten
(Xu & Tabas 1991), welche einerseits aufgrund iBedl3e das Endothel nicht passieren
kénnen, andererseits durch glatte Muskelzellen Ma#rophagen — insbesondere durch das
LRP — aufgenommen werden und die Schaumzellbildumgrstitzen (Vijayagopal et al.
1992).

Ein entscheidender Pathomechanismus stellt in miedasammenhang die Oxidation von
LDL im subendothelialen Raum dar (Steinberg etl8B9), welche nachfolgend Uber eine
Vielzahl von SR in Makrophagen aufgenommen werdaoidqstein et al. 1979). Wahrend im
Plasma zahlreiche Antioxidantien vorhanden sine@i(Fétocker & Ames 1988), kdnnen im
subendothelialen Raum Oxidantien auf die LDL-Pattileinwirken und funktionell
unterschiedliche Modifikationen bewirken. Da dieisten Oxidantien sehr reaktionsfreudig
sind und daher nur kurz existieren, ist der Nacbwehwierig. Es gibt Hinweise darauf, dass
die lokale Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase und deréroduktion von @ eine wichtige Rolle
spielt (Guzik et al. 2000). Ebenso kénnten die Mpeloxidase (Malle et al. 2000) und
Lipoxygenasen (Yla-Herttuala et al. 1990) die Otmavon LDL zuminimal oxidized_.DL
(mmLDL) fordern, welches dann zu oxidiertem LDL [(@{.) umgewandelt wird.
Schliel3lich konnte auch eine ,Entkopplung” der g¢hdbalen NO-Synthase z.B. im Rahmen
der Hypercholesterindmie zu oxidativem Stress mG@efalRwand fuhren (Pritchard, Jr. et al.
1995), indem statt der Ublichen Oxidation von L-#ng molekularer Sauerstoff reduziert
wird und somit reaktive Sauerstoff-Spezies entst€iasquez-Vivar et al. 1998).

Ein zweiter Mechanismus der Pathogenese der fratieerosklerose stellt die Akkumulation
von Leukozyten dar, welche bereits wenige Wocheh figeginn einer Hypercholesterindmie
in die Intima einwandern (Gimbrone, Jr. 1995). Akluiertes oxLDL aktiviert die
Expression von Molekilen wie z.B. P- und E-Selektinden Endothelzellen, welche die
Adhasion und nachfolgende Transmigration der Leytar initieren (Cybulsky &
Gimbrone, Jr. 1991; Varki 1994). Letztere wird atlem durch Chemokine gesteuert, welche
am Ort der Endotheldysfunktion vermehrt vom Endbtisgnthetisiert werden und
modifizierte LDL z.B. fur MCP-1 rhonocyte chemoattractant proteih) als Stimulus
fungieren (Cushing et al. 1990; Han et al. 199%-Merttuala et al. 1991).

Nachdem Monozyten in die Intima migriert sind, eiffnzieren diese unter dem Einfluss von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren — insbesondere dd@togenenMacrophage colony-
stimulating factor (M-CSF) — zu Makrophagen. Makrophagen spielen im tt&hen
atherosklerotischen Lasion eine entscheidende Fumkta sie tUber die Aufnahme von

oxLDL einen grof3en Einfluss auf die lokale Cholasteomdostase ausiiben und diese zu
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Schaumzellen transformieren, welche die weiteregfession von der frihen L&asion zum
Plaque triggern. Die Aufnahme des oxLDL wird du®R vermittelt (Goldstein et al. 1979).
Molekulares Klonen und biochemische Analysen hajezeigt, dass es sich hierbei um eine
sehr gro3e Gruppe von Rezeptoren handelt mit zolRey unterschiedlichen Eigenschaften
in der Ligandenbindung (Krieger & Herz 1994). Allgameinsam ist aber die hohe Affinitat
zu chemisch veranderten LDL-Partikeln (Horkko et Z000). Da sie im Gegensatz zum
LDLR keinerfeedbacknhibition unterliegen, fihren sie zur unkontrettien endozytotischen
Aufnahme von oxLDL in Makrophagen und letztendlethr Schaumzellbildung.

SR der Makrophagen (MSR) lassen sich in KlassernsA-teinteilen. Rezeptoren der Klasse
A (MSR-A) sind bisher am besten untersucht. Im Maodell fuhrt M-CSF zur selektiven
Hochregulierung von MSR-A und verstarkten Aufnahroa oxLDL (de Villiers et al. 1994).
Weiterhin konnte im Mausmodell nachgewiesen werdass MSR-A fiir mehr als die Halfte
der Aufnahme modifizierter LDL-Partikel in Makropden sorgt und MSR-A Knockout-
Mause im apoE -/- und LDLR -/- Mausmodell signifikageringere atherosklerotische
Lasionen aufweisen (Babaev et al. 2000; Suzuki. €i997). Andererseits fuhrt die geringere
Verweildauer von oxLDL zu einer verminderten Akéxing des Endothels, weswegen den
MSR-A auch anti-atherogene Eigenschaften zugesproaeherden (Teupser et al. 1999;
Whitman et al. 2002). Eine weitere Gruppe stelldR 8er Klasse B dar, zu denen
insbesondere CD36 und SR-Bl gehdren. Es hat sichubgestellt, dass CD36 multiple
Liganden — unter ihnen modifizerte LDL-Partikel #det (Febbraio, Hajjar & Silverstein
2001). In einem Doppel-Knockout-Mausmodell mit apgkE und CD36 -/- konnte eine
Reduktion der Grof3e atherosklerotischer LasionenA@% nachgewiesen werden (Febbraio
et al. 2000). In transgenen Mausen, deren Makraphageder MSR-A noch CD36
exprimierten, konnte gezeigt werden, dass diesdebeRezeptorklassen fir ca. 90% der
Aufnahme modifizierter LDL-Partikel stehen und derBehlen nicht durch andere MSR
kompensiert werden kann (Kunjathoor et al. 200R:B3 hingegen bindet nicht nur typische
MSR-Liganden sondern auch native HDL-Partikel uridiehtert den RCT von Makrophagen
Uber HDL zur Leber (Acton et al. 1996; Trigattiriéger & Rigotti 2003). Die Bedeutung
dieser Funktion im Vergleich zu den anderen MSRiwidurch Mausstudien verdeutlicht in
denen z.B. eine hepatische Uberexpression von SRBLDLR -/- Mausen zu einer
Reduktion der Plaquegrd3e unter milder Hyperchetesimie um 80% flihrte (Arai et al.
1999).

Um eine Schaumzellbildung zu verhindern, spielerol€terineffluxmechanismen eine

wichtige Rolle. Unter anderem wird apoE fur dieg@vmeck von Makrophagen vor allem in
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frhatherosklerotischen L&sionen synthetisiert @Résd et al. 1993) und vermittelt den
reversen Transport von Cholesterol auf HDL. Dia-atiterosklerotische Wirkung von apoE
v.a. auf die PlaguegrofRe ist hierbei groldtenteitmbhangig von seinen Effekten auf
Plasmalipidspiegel (Boisvert & Curtiss 1999; Faetoal. 1997). Erwahnenswert ist hierbei,
dass der apoE-Genotyp einen wichtigen Einfluss chef Effizienz des Cholesterinefflux
besitzt. apoE4/4 Makrophagen zeigen im VergleichE2f2 und E3/3 eine signifikante
Verringerung des Effluxes (Cullen et al. 1998). BlelapoE wird der Cholesterinefflux aus
Makrophagen durch ABCA1 und ABCG1 vermittelt. Lifsele apoA-I-Molekile stellen den
Ursprung fur die HDL-Bildung dar und werden von Maihagen sequentiell zun&chst von
ABCA1 (vgl. 1.2.2.2.) spater auch von ABCG1 mit Gdsberin beladen (Gelissen et al. 2006;
Vaughan & Oram 2006). Die Zunahme von atheroskisbén Plaques konnte im
Mausmodell mittels Knochenmarktransplantation voBCA1l- bzw. ABCG1l-defizienten
Makrophagen gezeigt werden (Aiello et al. 2002; @utal. 2006). Die Bedeutung des
ABCAI1-Transporters schlagt sich auch in der TanBidrankung nieder. Die Patienten
besitzen einen ABCA1-Funktionsdefekt aufgrund ei@enmutation (Rust et al. 1999) und
entwickeln haufig frihzeitig eine diffuse Atherosidse.

Die weitere Progression der frihatherosklerotisch@sion zum manifesten Plaque wird
durch die Ausschuittung verschiedener Mediatoreterseider Schaumzellen in der Intima
getriggert. Insbesondere degglatelet derived growth factor(PDGF) fuhrt zu einer
Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Madlidie Intima, welche im folgenden
extrazellulare Matrixproteine bilden und somit didaque-Bildung fordern. Auch die
Migration von T-Lymphozyten aus dem GefaR3lumen, cwel eine komplexe

Entztndungsreaktion in der Arterienwand bewirkemmgdwurch Schaumzellen geférdert.
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LUMEN

®

~MEDIA D)

B

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schauivifthing, Abkirzungen siehe Text,

modifiziert nach (Lusis, Fogelman & Fonarow 2004).

1.4. Strategien zur Untersuchung genetischer Risikaktoren

Unterschiede in einem bestimmten Phanotyp zwiseken Individuen kdnnen aufgrund von
genetischen und umweltbedingten Faktoren entsteRienitabilitdt ist der Anteil einer
phanotypischen Variation, der aufgrund genetisétagtoren erklart werden kann. Um diesen
Anteil fir einen Phanotyp zu messen, kann man schérdliche Ansatze wahlen. Diese
Untersuchungen nennt man Heritabilitdtsstudien. aAgé wurden in der Regel
Zwillingsstudien fur die Untersuchung eines Phapstyerwendet, da hier der Grad der
genetischen Gemeinsamkeit als bekannt vorausgegatden kann. Ahneln sich monozygote
Zwillinge in einem bestimmten Phanotyp starker dilg/gote (Konkordanzrate), so ist dies
ein Hinweis fir eine starke genetische Beeinflugsdas zu untersuchenden Merkmals. In
mehreren Landern konnte auf diese Art eine erblDrsposition fur die Entwicklung von
Atherosklerose gezeigt werden. Eine Auswertungddesschen (Hauge et al. 1968) als auch
des schwedischen (de Faire 1974) und norwegisdeny (1981) Zwillingsregister erbrachte
stets eine signifikant hoéhere Konkordanzrate beinoaggoten Zwillingen fur die

Atherosklerose.
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Da unterschiedlich hohe Cholesterinspiegel im Biuten wichtigen Risikofaktor in der
Entstehung der Atherosklerose darstellen, war dieter Phanotyp frih von Interesse und es
konnte gezeigt werden, dass der Cholesterinspieg@lut wesentlich starker genetisch als
sozio-6konomisch vermittelt wird. So wurde z.B. @ner schwedischen Untersuchung
verheirateter Zwillinge und deren Kernfamilien deknteil der Heritabilitat four
Gesamtcholesterin mit 50% ermittelt, der sozio-@koische Einfluss machte hingegen nur
4% aus (Dahlen et al. 1983). Die Relevanz der g¢moiein Komponente fur
Gesamtcholesterin — aber auch dessen Teilkompanenigurde in den folgenden Jahren

durch weitere Zwillings- und Familienuntersuchungestatigt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Auswahl von Zwillings- oder Familienuntersuchungear Bestimmung der

Heritabilitdt des Plasmacholesterinspiegels.

Ethnische Herkunft Cholesterin Heritabilitdét = Referenz

japanisch Gesamt 60% Mimura 1975

unterschiedlich Gesamt 30 - 54% Friedlander et%82

europaisch und japanisch 55 -63% Rao et al. 1983

unterschiedlich LDL 88% Austin et al. 1987
HDL 66 %

europaisch Gesamt 42 — 65% Hunt et al. 1989
HDL 45 - 51%

Die Aufklarung biochemischer Prozesse und neue tgehe Untersuchungsmethoden
eroffneten die Mdoglichkeit der Untersuchung von #idatengenen. Allerdings konnte
hiermit nur ein kleiner Teil der beobachteten Viaoiaen von Cholesterinspiegeln demonstiert
werden (erklarte Varianz). Wahrend diese Methodedar Aufdeckung von monogenetisch
vererbten Krankheiten, welche Mendel’schen Regageh, sehr erfolgreich waren (Jimenez-
Sanchez, Childs & Valle 2001), haben sie in derkfufing der Dyslipidamie nur wenig
Erkenntnisse liefern kdnnen. Dies liegt insbesoad#aran, dass die Dyslipidamie zu den
komplexen genetischen Erkrankungen gehort und nurAusnahmeféallen durch einen
monogenetischen Defekt mit hoher Penetranz verorsagd. Ein seit langem bekanntes
Beispiel hierfur ist der LDLR-Defekt, welcher basein der Kindheit zu sehr hohen LDL-C-
Konzentrationen im Serum fihrt (Hobbs, Brown & Gatkin 1992). In der Regel beeinflusst
jedoch eine Vielzahl genetischer Varianten mit mgen Einzeleffekten innerhalb

unterschiedlicher, teils noch unbekannter biolduggscStoffwechsel- oder Signalwege die
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Auspragung des Phénotyps gemald @enmon variant — common diseaddgpothese. Des
Weiteren ist das Spektrum des Manifestationsalterd des Ausmalies der Symptome
wesentlich gréRer. Diese Eigenschaften erfordergre Untersuchungsanséatze. Daher wurde
das Konzept der genomweiten Assoziationsstudie (GWWAdie Praxis eingefuhrt, um
hereditare Faktoren komplex vererbter Krankheitafzwadecken (Lander & Schork 1994,
Risch & Merikangas 1996).

1.4.1. Von Kandidatengenstudien zu genomweiten Asgationsstudien

Kandidatengenstudien sind hypothesenbasierte Uifeusgen (Tabelle 5), deren Grundlage
der zum jeweiligen Zeitpunkt aktuelle Wissensstaitoer die Pathophysiologie einer
Krankheit ist. Allerdings koénnen durch diese auchn iFall einer breitgefassten

Arbeitshypothese (z.B. Untersuchung eines gesan8mmalweges) nur ein Bruchteil

maoglicher Risikofaktoren multifaktoriell bedingteKrankheiten identifiziert werden

(Hirschhorn & Daly 2005).

Tabelle 5: Konzeptionelle Gegentberstellung von hypotheseatiaa und hypothesenfreien
Untersuchungen zur Aufklarung hereditarer Ursairas Phanotyps.

Untersuchungsansatz hypothesenbasiert hypothesenfrei

elr- W[ llgle MelSlalelile] physiologische Funktion des | keine

Information Gens

Potentielle Informationen tber
_ _ Klarung der
mogliche Erkenntnis bekannte und neue patho-
Ausgangshypothese . . )
physiologische Zusammenhange

Testbreite auf das Zielgen beschrankt gesamtes Genom

Kosten eher gering hoch

Untersuchungen zur Dyslipidamie konnten beispielsgvaur solche Gene als Risikofaktoren
identifizieren, wenn Mutationen innerhalb diesern&ezu seltenen — phanotypisch stark
ausgepragten — monogenetischen Krankheitsbildénnten (Tabelle 6). Des Weiteren
wurden diese Studien oft als Fall-Kontroll-Studieonzipiert. Ungleiche Verteilungen der
Studienprobanden bezuglich ihrer ethnischen Hetkawischen Fall- und Kontroll-Kohorten
haben womoglich dazu gefihrt, dass sich die Allédileing nicht aufgrund einer Assoziation

zur Krankheit unterschied. Dies fuhrte schlielzhfalsch positiven Assoziationen in einer
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Studie, welche in einer zweiten davon unabhangi§ardie nur selten repliziert werden
konnten. Ein Beispiel hierfir ist die vermeintlicAssoziation zwischen Alkoholismus und
Variationen innerhalb des D2-Dopaminrezeptor-LofBslernter, Goldman & Risch 1993).
Ein weiteres Problem der frihen Kandidatengenstudiestand in der unzureichenden
Abdeckung der untersuchten Polymorphismen innerha&iinpes Gens und deren
unterschiedliches Linkage Disequilibrium (LD; deutsch: Kopplungsungleichgewicht)
zueinander. Dies fuhrte zum einen dazu, dass cfttrder kausale Genpolymorphismus
untersucht wurde. Zum anderen kam es vor, das&@ages signifikanten Polymorphismus
zum kausalen Allel in der einen Studie ein anderasals in einer weiteren Studie, wodurch

eine Replikation des Ergebnisses nicht gelang ¢Hirsrn et al. 2002).

Tabelle 6: Aufstellung genetischer Risikofaktoren, die denpdproteinstoffwechsel

beeinflussen und bereits vor Einfihrung von GWAsnat waren.

Gen Phanotyp Referenz

ABCA1l Tangier-Erkrankung Brooks-Wilson et al. 1999
ABCG5/8 Sitosterolamie Berge et al. 2000

APOA5 Hypertriglyceridamie Pennacchio & Rubin 2003
APOB Hyperlipoproteinamie II Soria et al. 1989

APOE Hyperlipoproteinamie 11l Rall, Jr. et al. 1982

CETP Hyperalphalipoproteinamie Akita et al. 1994

LCAT Fischaugenkrankheit Funke et al. 1991

LDLR Hyperlipoproteinamie Il Brown & Goldstein 1974
LIPC hepatischer Lipasemangel Hegele et al. 1991

LPL Hyperlipoproteinamie | Havel & Gordon 1960
PCSK9 Familiare Hypercholesterolamie Abifadel e803

Einteilung der HyperlipoproteinAmie gemaf der Kifdsstion nach Fredericksson

Technologische Fortschritte erdffneten schliel3ldsé Mdglichkeit zur Durchfiihrung von
GWAs. Hierbei werden mittels Genchips eine gro3eahh genetischer Polymorphismen,
welche das gesamte Genom erfassen, gleichzeitiginem Individuum untersucht. Aus
diesem Grund werden einzelne Regionen des Genorsentlieh besser abgedeckt, als es
bisher moglich war. Da primar keine Vermutungen rikausale Genpolymorphismen
aufgestellt werden, handelt es sich hierbei um reingpothesenfreien Ansatz (Tabelle 5)
(Hirschhorn & Daly 2005).
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1.4.2. Konzeptionelle Grundlagen einer genomweiteisssoziationsstudie

Sind Veranderungen eines definierten Phanotypsfikigmnt mit einem Genpolymorphismus
gekoppelt — z.B. Variante A geht mit héheren LDLS@iegeln im Serum einher als Variante
B — so spricht man von einer genetischen Assonatittels Genchips konnen aktuell Gber
eine Million Single Nucleotid PolymorphismSNPs) gleichzeitig in einem Individuum
gemessen werden. Es ist zwar bekannt, dass diehAdea Polymorphismen im humanen
Genom mindestens mehr als das Zehnfache dess&gthetoer aufgrund der Tatsache, dass
viele Genomvarianten miteinander gekoppelt sindnnkaman mittels Auswahl von
sogenanntetagging SNPs eine nahezu genomweite Untersuchung von Afanamit einer
Allelfrequenz > 5% erreichen (Balding 2006).

Bereits Risch und Merikangas (1996) wiesen in areZesammenhang auf das Problem des
multiplen Testens mit einhergehender Alphafehleriilierung hin. Daher ist eine
Adjustierung des globalen Signifikanzniveaus notvgn um so die Anzahl der falsch
positiven Ergebnisse gering zu halten. Wird eidetsoAdjustierung sehr konservativ mittels
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt, so ergibt siclei bder gleichzeitigen Messung von
1.000.000 SNPs in einem Individuum ein globalernBikanzwert von p < 5 x 18 Aus
diesem Grund sind sehr grofRe Probandenzahlen ndigyesnm die erwarteten moderaten
Effekte kausaler Genvarianten mit eirelds ratiovon weniger als 1,5 entdecken zu kénnen
(Abbildung 5) (Hirschhorn & Daly 2005).

Um die Effizienz einer GWA zu erh6hen und somit @rebandenanzahl mdglichst niedrig zu
halten, ist ein exaktes und detailliertes Studisiggeunumgéanglich. Dazu gehéren zum einen
hochstandardisierte Arbeitsablaufe in der Studiendamz und im Labor, zum anderen eine
genaue Beschreibung der Ein- und Ausschlussknitesien Probanden (Amos 2007).
Weiterhin ist die Vermeidung systematischer Felgiere wichtige Voraussetzung fur den
Erfolg einer solchen Studie. Wie auch bei Kandidgemstudien kann eine ungleiche
Verteilung ethnischer Untergruppen in der Gesanukieh population stratificatiop zu
falsch positiven Resultaten fihren. Mittels unalgfiger genetischer Marker und spezieller
Software sollte jede Untersuchungskohorte darapfigewerden (Price et al. 2006; Pritchard
& Rosenberg 1999).

GWAs konnen einstufig oder mehrstufig ablaufen. Y@aH die statistische
Wahrscheinlichkeit groRer ist, dass kausale SNRsnar groRen Kohorte einer einstufigen

GWA globale Signifikanz erreichen, haben mehrsteif8)VAs verschiedene andere Vorteile.
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Sie sparen bei entsprechendem Design Kosten (Lowe 2004; Thomas, Haile & Duggan
2005) und es ist ebenfalls moglich, falsch posi®MPs der ersten Stufe zu eliminieren und
Regionen im Bereich signifikanter SNPs der ersterfieshachfolgend mittels weiterer SNPs
in einemfine mappingzu untersuchen, um nicht nur gelinkte, sondern daeisale SNPs
aufzudecken (Wang et al. 2006). Ein grol3es Problem mehrstufigen Modellen ist
allerdings die erhthte Wahrscheinlichkeit, dasewvahte SNPs in einer ersten kleineren

Kohorte keine Signifikanz erreichen und somit niekgiter geprift werden (Elston, Lin &
Zheng 2007).

KORA S3/F3 Kohorte (n=4856)

GWA in n=1644

Bestimmung von Lanosterol 500k SNP Chip Genotyping

im Blutplasma mittels
LC MS/MS

< >

Genetische Assoziation
Zi m— (CGACT —

m— CGTCT m—

/

-log,,(p-value)

Abbildung 5: Vereinfachtes Konzept einer GWA: Ausez Population wird eine Kohorte ausgewahlt, deren
Individuen auf einen definierten Phanotyp (in derliegenden Arbeit: Serumlanosterol und -cholesjeri
untersucht werden. Parallel dazu wird das Genomneseijeden Individuums mittels SNP-Chip auf
Genpolymorphismen untersucht. Schlie3lich werdenSlignifikanzwerte der Assoziationen eines jedefP? SN
zum untersuchten Phéanotyp auf einen Manhattan-&lifgetragen. Polymorphismen mit den niedrigsten p-
Werten, welche sich im Diagramm von der Punktwalkeh oben absetzen, sind als mdgliche KandidatdPsSN

fur weitere Untersuchungen anzusehen. Adaptiett (ldanter, Altshuler & Rader 2008).
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1.4.3. Neue Erkenntnisse aus genomweiten Assoziatistudien

GWAs haben in den letzten funf Jahren eine Vielzain Ergebnissen hervorgebracht und
damit das Verstandnis tUber multifaktoriell bedingiékrankungen erweitert. Im Jahr 2010
waren 95 Genloci bekannt, welche mit Variationen Lgpidspiegeln im Blut assoziiert sind.
36 Genloci konnten davon bereits in voneinander bbhéagigen Kohorten mit der
Dyslipidamie assoziiert werden (Chasman et al. 28@@hiresan et al. 2009; Teslovich et al.
2010). Allerdings ist die funktionelle Uberprifueier bestatigten Assoziation in der GWA
sehr komplex. Daher ist der physiologische Mechmaug von nur wenigen Loci bisher
aufgeklart, doch zeigen diese bereits bedeutende BEmblicke in die Pathophysiologie der
Dyslipidamie. Als Beispiel sei hier der SNP rs6461ih 1pl13-Locus erwahnt, welcher mit
Veranderungen des LDL-C assoziiert wurde und desseswirkung auf die Genexpression
desSortilin-Gens (SORT1) gezeigt werden konnte (Kathiresaal.€2008). Die Aufklarung
des zugrunde liegenden Mechanismus erfolgte erdahm 2010. Ursache hierfir ist, dass ein
signifikanter SNP in einer GWA nur selten auch démmktionell bedeutsamen SNP
entspricht, weswegen in der Regel ein nachfolgefidesmapping- wenn nicht sogar eine
Resequenzierung des Genabschnittes - notwendigMeolio et al. 2009). Im Falle von
SORT1 bewirkt der SNP rs12740374 eine Veranderumy Bindungsstelle eines
Transkriptionsfaktors und moduliert somit die Ggmession von SORT1 (Musunuru et al.
2010). Dessen Genprodukt wurde mittlerweile alsamdllularer hepatischer Rezeptor
verifiziert, der eine wichtige Rolle in der VLDL-Beetion spielt (Kjolby et al. 2010).
Weiterhin sei hier dagibbles homolog 1 Protein (TRIB1) angefuhrt, welches im Rahmen
eines Mausmodells einen bisher unbekannten regidelten Einfluss auf die hepatische
VLDL-Synthese aufweist, indem es vermutlich die ©&ression der Lipogenese
supprimiert (Burkhardt et al. 2010).

Ebenso konnten GWAs In der Erforschung der Athdevske wertvolle Beitrage liefern
(Lotta 2010; Malarstig & Hamsten 2010). Besonderedéutung erhalt hierbei die
Entdeckung einer genetisch komplexen Region im @bsmm 9, welche statt einem Protein
nicht-codierende RNA erzeugt, und in vielen Studient vermehrter Atherosklerose
assoziiert ist (Holdt et al. 2010). Die Erforschuhgy dahinter liegenden Mechanismen wird
neue Einblicke auch in andere komplex bedingtedftkungen ermoglichen.

Es stellt sich allerdings mittlerweile heraus, d#&3¥/As bisher einen geringeren Tell
genetischer Risikofaktoren aufgeklart haben, atgizhst erhofft wurde (Manolio et al. 2009).

Die Ursachen hierfur sind vielfaltig. Ein wichtigeunkt ist die Komplexitat der LD-Struktur
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innerhalb des humanen Genoms. Zwar hat das HapkgekP (Gibbs 2003) wichtige
Erkenntnisse dazu geliefert, doch zeigt eine dietdé Analyse der LD-Struktur, dass weit
mehr SNPs notwendig sind, um das gesamte Genondedizn (Taylor et al. 2006). Daher
ist es moglich, dass auch SNP-Chips mit 1.000.00@sShicht alle Risikofaktoren im Genom
abdecken, sei es durch direktes Testen des SNPPsddektes Testen mittels bekannter LD-
Muster. Des Weiteren decken die derzeitigen SNR<hinur unzureichend seltene
Polymorphismen mit einer Allelfrequenz der Mutanten unter 5% ab (McCarthy &
Hirschhorn 2008). Da in GWAs gezeigt werden konmutass etliche Gene, welche durch
seltene Mutationen zu monogenetischen Krankhedtsinl fiihren, auch haufig vorkommende
SNPs tragen, die mit bestimmten Phanotypen asspzied, konnten noch unbekannte
seltene Varianten einen wesentlichen Anteil zumiKheeitsdisposition beitragen (Manolio et
al. 2009). Fortschritte im Bereich der Gensequenng kénnten hier einen wertvollen
Beitrag leisten. Aul3erdem konnten auch zahlreidhgktsirelle Variationen innerhalb des
Genoms eine wesentliche Bedeutung haben. So genaopy number variant@CNVs) sind

in bisherigen GWAs nur unzureichend betrachtetb¥sserungen in der Detektionsmethodik
und deren Implementation auf Genchips kénnten - baien M. Crohn und der Adipositas
schon gezeigt (McCarroll et al. 2008; Willer et2009) - neue Erkenntnisse auch in anderen
Krankheitsbildern liefern.

Schlief3lich kann auch, wie in der vorliegenden Atrgeschehen, die Untersuchung subtilerer
Phanotypen weitere Hinweise Uber genetische Rsitofen multifaktorieller Erkrankungen

ergeben.

1.5. Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, genetischetéian der Regulation des Fettstoffwechsels
im Menschen zu identifizieren. Hierzu wurde eine &Wir die humanen Phé&notypen
~>erumlanosterol“ und ,Serumcholesterin® durchgetiiBignifikante Assoziationen wurden
anschlieBend funktionell auf der Genexpressionst Rroteinfunktionsebene tberpruft. Des
Weiteren wurde geprift, ob diese Genpolymorphiseiea Assoziation mit dem Ausmal3 der

Koronaren Herzkrankheit haben.
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2. Methoden und Materialien

2.1. Genomweite Assoziationsstudie

2.1.1. Beschreibung des Studienmodelles

Zur Prufung genetischer Assoziationen der endogebeolesterinbiosynthese wurde ein
mehrstufiger Untersuchungsansatz gewahlt. Die Btdfeund 2 der vorliegenden Studie
wurden in disjunkten Individuen der S3/F3-Kohorég gKooperativen Gesundheitsforschung
in der Region Augsburg® (KORA) durchgefuhrt. Genpobrphismen der Stufe 1, die
signifikante Assoziationen (additives bzw. rezessivModell) beziglich der Phanotypen
Lanosterol, Cholesterin und Lanosterol normalisart Cholesterin aufwiesen, wurden zur
Validierung erneut in der Stufe 2 Uberpruft. Geypmrphismen, die sich in der Stufe 2
bestétigten, wurden daraufhin zur Replikation im detten Stufe in der ,CARdiovascular
disease, Living and Ageing in Halle* (CARLA)-Koherterneut auf Assoziationen zu den
oben genannten Phanotypen Uberprift (Abbildung 6).

Anzahl der SNPs

Stufe 1
KORA
S3/F3

490.032 /

{
Stufe 2 \ /
KORA \ 41 f
S3/F3 ]

n=1157 \ /

w ARARARAR o/

Abbildung 6: Schema der mehrstufigen genomweitesoAisitionsstudie dieser Arbeit. SNPs, welche in der
ersten Stufe ein bestimmtes nominell festgelegtgsiffkanzniveau erreichen, werden in den darag#éolden

Stufen zur Validierung bzw. Replikation erneut usteht. Abbildung modif. nach (Hirschhorn & Daly(X).
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Die Durchfihrung der ersten beiden Stufen erfolgte Zusammenarbeit mit dem
Helmholtzzentrum, Minchen. In der ersten Stufe wueth GeneChip Mapping 500K Array
Set (Affymetrix) verwendet, um das humane Genonerihalb einer Studienpopulation auf
genetische Assoziationen zu prifen. Die dafur notige DNA wurde aus dem Blut einer
EDTA-Monovette mittels eines kommerziell erhaltkehKits (Gentra, Minneapolis, USA)
gemall den Vorgaben des Herstellers extrahiert. maiehfolgende Hybridisierung der
genomischen DNA auf dem GeneChip erfolgte gemaikoth. Die Genotypen wurden mit
dem Bayesian Robust Linear Model with Mahalanobis dista classifier (BRLMM)
Clustering Algorithmus ermittelt (Doring et al. 2008). Von @932 untersuchten SNPs
erflllten 374.370 autosomale und 15.760 gonosoiles die Qualitatskriteriedll rate >
95%, Frequenz des mutierten Allels > 1%, Uberprgfdas Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
p > 10° und wurden fiir die weiteren Analysen verwendet.

Das formale genomweite Signifikanzniveau der erst&tafe betrug bei 490.032 zu
untersuchenden SNPs p < 1,02 X' {Risch & Merikangas 1996). Da in der vorliegenden
Arbeit kein SNP dieses erflllte, wurde in der ersi¢ufe ein liberalerer p-Wert angesetzt, um
keine falsch negativen Assoziationen zu tbersehen.

Genpolymorphismen, welche in mindestens einem Aagomzsmodell ein Signifikanzniveau
von p < 3,16 x 19 (-log(p) = 4,5) Uberschritten, wurden in der zwritStufe in einer
weiteren Studienkohorte validiert. Als Signifikamzeau fir die Stufe 2 der GWA
(Validation) wurde hier ein nominelles Signifikamzeau von p < 0,05 festgelegt. Die
Genotypisierung der einzelnen signifikanten SNRsStefe 1 wurde am Helmholtzzentrum,
Minchen, mittels iPlex single base primer extensionnd matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-fligiMALDI-TOF) durchgefihrt (Vollmert et al. 2006).

2.1.2. Beschreibung der Studienpopulationen KORA-3B3

Die KORA (Lowel et al. 2005) ist Teil dé&/orld Health Organizatiomonitoring of trends
and determinants in cardiovascular disea$dHO-MONICA)-Konzeptes. Im Rahmen des
KORA-Projektes wurde die Biobank KORA-gen erstelltglche mittlerweile aus vier
Querschnittsstudien des KORA-Projektes Daten umdétr von mehr als 18000 Individuen
enthalt (Wichmann, Gieger & lllig 2005). Aus deitttm Erhebung einschliel3lidiollow-up
stammen 4856 Studienteilnehmer (KORA-S3/F3) der K&en (Abbildung 6), aus denen
fur die erste Stufe der GWA 1495 Probanden ausdéwalirden. Vollstandige

Genotypinformationen fur die Bestimmung der SNP{®itakriterien lagen von 1644
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Probanden vor. Fur die zweite Stufe wurden weiteéit®7 zur ersten Stufe disjunkte
Probanden aus dieser Kohorte ausgewahlt. Vom Hélrdemtrum, Minchen, wurden neben
den Daten, welche bei den Genotypisierungen ineStufnd 2 erhoben wurden, umfangreiche
Informationen aus Einzelinterviews, medizinischemd uaborchemischen Untersuchungen
(Wichmann, Gieger & lllig 2005) zur Verfigung gdkitedie fur die Adjustierung der
Assoziationsanalysen mit den in Leipzig erhobeneno®iaten notwendig waren.

2.1.3. Beschreibung der Studienpopulation CARLA

Im Rahmen der CARLA-Studie, welche in einem popotebasierten Ansatz die Verteilung
von  kardiovaskularen  Erkrankungen, Herzfrequenabdriiat, kardiovaskularen
Risikofaktoren und deren Assoziationen in 1776 &e¥s der Stadt Halle untersuchte,
wurden umfassende anamnestische, klinische undcladmische Daten erhoben (Greiser et
al. 2005). Diese Informationen wurden in der dnitBtufe (Replikation) der GWA verwendet,
in welcher 1760 Individuen auf Assoziationen hihglich signifikanter Genpolymorphismen
der ersten beiden Stufen untersucht wurden. DiarReter, welche fir die Adjustierung der
Assoziatonen zwischen Genotyp und Phanotyp — inpZigi ermittelte Steroldaten -
notwendig waren, entsprachen denen aus der KORR3S8bhorte.

2.1.4. Beschreibung der Studienpopulation LE-Heart

Die Leipzig Herz Studie (LE-Heart Study) beinhatiet Untersuchung von Patienten, welche
aufgrund des Verdachtes auf eine koronare Hernkkean (KHK) in das Herzzentrum
Leipzig Uberwiesen wurden. Ziel ist der Aufbau eiKehorte von 4000 Probanden, welche
exzellent bezuglich der KHK phanotypisiert sind, ugenetische Risikofaktoren zu
identifizieren, die zu einer erh6hten Suszeptdtilider KHK fuhren (Teupser et al. 2007).
Zum Zeitpunkt der genetischen Untersuchungen, welain der vorliegenden Arbeit
beschrieben werden, lagen Daten der Anamnese, @perkichen und laborchemischen
Untersuchung, der Echokardiographie mit Fokus afQlantifizierung der Atherosklerose
in beiden Aa. carotidae, des Belastungs-EKGs umdHaezkatheteruntersuchung von 1895
Probanden vor. Die Studie wurde von der Ethikkonsmrs der Medizinischen Fakultat
Leipzig genehmigt (Registrierungsnummer: 276-2006)d ist unter ClinicalTrials.gov
(NCT00497887) registiert.
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2.2. Probengewinnung von humanen Untersuchungsmatatien

2.2.1. Gewinnung von Leberproben

Insgesamt 98 humane Leberproben wurden in Kooperatit dem Institut fiir Pathologie der
Universitat Leipzig gewonnen. Hierbei wurden Paeenm Rahmen einer Leberteilresektion
Gewebeproben aus gesunden Teilen des Resektatge#aren Untersuchung entnommen.
Nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Medichen Fakultat Leipzig

(Registrierungsnummer: 23-2006) wurden seitens rHEmof. Dr. Huster kryokonservierte
Leberproben im Umfang von 100 - 200 mg aus denedaB®®03 bis 2006 der Arbeitsgruppe

von Herrn Prof. Dr. Teupser zur Verfigung gestellt.

2.2.2. Gewinnung von peripheren mononuklearen Zeltehumanen Blutes

Im Rahmen der LE-Heart-Studie wurden allen Studieio@nden nach schriftlicher
Einwilligung unter anderem Blut fur zwei Vacutainf@PT (je 8ml) entnommen. Aus diesen
wurden wie folgt mononukledre Zellen — im folgendd?BMCs genannt — flr
Genexpressionsstudien gewonnen:
1. Zentrifugation bei 1650 g fur mindestens 20 minAmsschwingrotor bei
Raumtemperatur innerhalb von 2 h nach Blutenthnahme
2. zugige Weiterbearbeitung, senkrechte Lagerung t@ifdr maximal 24 h
an dieser Stelle moglich
3. mehrfaches Uberkopfschwenken der Vacutainer, datdehfihrung des
Uberstandes in ein steriles 50 ml-PolystyrolréhrchgSarstedt) und
Auffullen auf 50 ml Gesamtvolumen mit steriler kalnfreier PBS-
Dulbecco-Ldsung
4. Zentrifugation bei 400 g fur 15 min bei Raumtempara
5. AbgieRen des Uberstandes und Resuspendierung tlpsliZes in 50 ml
steriler kalziumfreier PBS-Dulbecco-Lésung
6. Zentrifugation bei 300 g fur 15 min bei Raumtempara
7. AbgieRen des Uberstandes
8. Resuspendierung des Pellets in 1ml RPMI 1640-Ldsndg 20% fetales
Kalberserum und 1 ml RPMI 1640-Lésung incl. 20% DMS
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9. Aliquotierung in 2 x 1 ml PBMC-Suspension in zweiylrohrchen (Fa.
Nalgene) und Lagerung in flissigem Stickstoff

Fur die Untersuchung der HMG-CoA-Reduktase Enzymigkt wurden von 55
Studienprobanden — mit Fokussierung auf nicht-rdrolet Probanden ohne Statinmedikation
(Harwood, Jr., Schneider & Stacpoole 1984) — viaciainer CPT Vollblut verwendet und
wie vorab beschrieben verarbeitet. Die Resuspamtijedes gewaschenen Zellpellets erfolgte
jedoch in 1 ml TEDK-Puffer (50mM Tris-HCIl, 1mM EDT/A mM DTT, 70mM KCI) zur
direkten Weiterverarbeitung (vgl. 2.4.2.).

2.2.3. Gewinnung von Serum zur Sterolmessung

Jedem Studienteilnehmer der KORA-S3/F3-, CARLA- ur-Heart-Kohorte wurde im

Rahmen der laborchemischen Phanotypisierung untearam Vollblut fir eine S-Monovette
Serum-Gel (Sarstedt) abgenommen. Nach zehnminiZggarifugation bei 2500 g wurde das
Serum als Uberstand gewonnen und aus diesem eipl28quot fir die Sterolmessung bei

-80°C eingelagert.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Isolation von genomischer DNA aus Gewebe

Wenige Milligramm von kryokonserviertem Lebergewetngrden in 500 ul Lysepuffer (8 M
Harnstoff, 0,2 M Tris-HCI, 0,4 M NaCl, 20 mM EDTA% Sarcosyl) und 50 ul Proteinase
K-Losung (100 mg Proteinase K auf 10 ml Aqua triflegi 55°C Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag folgte eine Zentrifugation mit naaygoder Ethanolfallung des Uberstandes.
Mittels Glaskapillaren wurde der sich bildende DIRAden dann in 200 ul 0,1 x TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI [pH = 8,0], 1mM EDTA) duberfuhrt undiber Nacht gelést mit

anschlieBender Lagerung bei -20°C.
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2.3.2. Isolation von genomischer DNA aus humanem @l

Fur die Isolierung von genomischer DNA aus humaidm von Probanden der LE-Heart-
Kohorte wurde das gesamte Material aus einer EDIn4- Citratmonovette zusammen in ein
steriles 50 ml-Polystyrolréhrchen (Sarstedt) Ubentfiund mit dem Invisorb Spin Blood Maxi
Kit (Invitek) nach Angaben des Herstellers aufgeads. Das finale DNA-Eluat betrug 1050
pl und wurde folgendermalR3en verteilt: 2 EppendaifeBock-Tubes mit je 800 pl und 200 pl
Volumen zur Lagerung bei -80°C. Das restliche Vaanmwurde fur die Messung der
optischen Dichte (OD; siehe 2.3.5.) und ApoE-Gepddgstimmung verwendet. Die
Isolierung genomischer DNA von Probanden der CAR{a&%orte erfolgte aus EDTA-Blut
unter Verwendung des Qiagen Blood Kit (Qiagen).

2.3.3. Isolation von RNA aus Gewebe

Enzymatische Einflisse fihren schnell zur Degraigrvon RNA. Hauptgrund dafur sind
RNAsen. Dies sind Enzyme, welche die RNA spezifiatifbauen. Daher wurden fur die
Herstellung der Arbeits- und Stammlésungen 0,1%tHylpyrocarbonat (DEPC)-4D
verwendet, welches eine Inaktivierung der RNaseawridikovalente Bindung des DEPC an
primare und sekundare Amine zur Folge hat (Mulha&@03). AuRerdem wurden zur
Minimierung der RNA-Degradation RNAse-freie Einwegeel verwendet bzw. die
Arbeitsgerate mit 0,1 M NaOH behandelt und ansBeinrel mit RNAse-freiem Wasser
gespuilt.

Die Isolation von RNA erfolgte mit einer monophasisn Phenol- und
Guanidiniumthiocyanatlésung (TRIzol, Gibco) nachgaAben des Herstellers. Durch das
Phenol wurden Proteine entfernt, wahrend das Gumanidthiocyanat zur Zelllyse und
Inaktivierung der RNAsen fuhrte (Chomczynski & Jac@987). Fur die RNA-Isolation
wurden zunachst ca. 50 mg humane Leber mit einemsdfdin flissigem Stickstoff
zerkleinert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe v rhl TRIzol und die Homogenisierung
des Gemisches mittels Homogenisator (Polytron POD13). Zu einem spéateren Zeitpunkt
der laborchemischen Arbeiten erfolgte diese Gewsrkbzinerung und Homogenisierung mit
einem anderen Homogenisator (Precellys24, berthn@ogies) in einem einzigen Schritt.
Nach Zugabe des TRIzol wurde das noch gefroreneeGewei 5000 U/min fir 20 s mittels
1,4 mm groRRer Keramikkigelchen homogenisiert. Dieitave Aufarbeitung umfasste

folgende Arbeitsschritte:
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Zentrifugation bei 12000 g und 4°C fur 10 min

Abnahme des Uberstandes und dessen Vermischurgpijil Chloroform
2 min Inkubation bei Raumtemperatur

Zentrifugation bei 12000 g und 4°C fur 20 min; Slialerung der

Phasengrenzen zwischen wassriger und organischeasePldurch

P w0 DN

Chloroform

5. Uberfuhrung der wassrigen Phase in ein neues Tnté/ermischung mit
750 pul Isopropanol, 10 min Inkubation bei Raumterapg

6. Zentrifugation bei 12000 g und 4°C fir 10 min; Be#irung der RNA.

7. Reduktion des hohen Salzgehaltes der RNA durch héeBenden
Waschschritt mit 75%-igem Ethanol

8. Trocknen fur 5-10 min, Loésung des Pellets in DEP@s®ér mit
nachfolgender Lagerung bei -80°C bis zur Weiteregraung

2.3.4. Isolation von RNA aus PBMCs

Ein isoliertes PBMC-Aliquot (vgl. 2.2.2.) wurde kpiett aufgetaut und mittels
Zentrifugation bei 7000 g und 4°C fiir 5 min pedet Nach AbgieRen des Uberstandes
wurden 1,5 ml TRIzol hinzugefugt. AnschlieBend kgte die Zugabe von 200 pl
Chloroform. Die weitere Isolation geschah analog dgewebe-RNA-Isolation unter

Verwendung von 500 ul statt 750 pl Isopropanol.

2.3.5. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung voBNA und RNA

Zur Bestimmung der Reinheit und Konzentration varkldinsduren wurde die Extinktion bei
260 nm mit dem NanoDrop-System (NanoDrop-Technek)ggemessen. Die Berechnung
der Konzentration ergab sich wie folgt:

E26Q 1,0 =50 pg/ml doppelstrangige DNA
E26Q 1,0 = 40 pg/ml einzelstrangige RNA

E260 entspricht der Extinktion von DNA bzw. RNA ugB@80 der von Proteinen. Mit Hilfe
des Quotienten E260/E280 liel3 sich somit die Réirlee Probe bestimmen. Dieser Quotient
sollte in 1 x TE-Puffer fur DNA ca. 1,8 und fir RNA. 2,0 betragen (Sambrook 2001).
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2.3.6. Synthese von komplementarer DNA mittels revger Transkription

Fur die Amplifikation mittels Polymerase-Kettenréak (PCR) wurde RNA durch reverse
Transkription (RT) in stabile komplementéare DNA (¢R) umgeschrieben. Zunachst wurden
2 ug RNA in 10 pl HO-DEPC mit 1 pRandomHexamer Primer (500 pg/ml, Roche) fur 10
min bei 68°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte diegdbe von 9 ul Mastermix (Tabelle 7)
und die Inkubation des Ansatzes fur 60 min bei 42€ schloss sich die 1:15 Verdinnung
der cDNA mit 1 x TE an. Bis zur Weiterverwendung rden die Proben bei -20°C

aufbewabhrt.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Mastermix flr die Reverse Hniptease.
Zusammensetzung des RT Mastermix

5 x First Strand Buffer (250 mM Tris-HCL [pH 8,375 mM KCL, 15 mM MgCI2;
Invitrogen)

2ul | 0,2 M DTT (Dithiothreitol; Sigma)

1l | ANTP, je 10 mM (Promega)

1 pl | RNAse-Inhibitor (RNAsin, Promega)

4 ul

1 ul | Reverse Transkriptase (200 U, Super Scriptifé, Technologies)

2.3.7. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR diente der exponentiellen Vermehrung sigeniér DNA- bzw. cDNA-Sequenzen
(Saiki et al. 1988). Spezifische Primer flr die Aifilgation wurden mit der Software Primer
Express 2.0 (Applied Biosystems) erstellt. Die &gse der verwendeten Primer erfolgte bei
MWG Biotech (Ebersberg). In der vorliegenden Arbeitrden - falls nicht anders erwahnt -
die folgenden Standardbedingungen fur die PCR-Afkation verwendet:

e 2,5 ul DNA- bzw. cDNATemplate

* 2,5 ul 10 x PCR-Puffer (Reaction Buffer B, 0,8 MsFHCI, 0,2 M (NH,).SOs, 0,2%

w/v Tween-20, Solis Biodyne)

o 2,5 ul MgC}(25mM, Solis Biodyne)

« 2,5 ul dNTPs (1250 puM)

e 0,5 plForward bzw.ReversePrimer (20 pmol/ul)

e 0,25 pl DNA-Polymerase (5 U/ul FIREPol DNA Polymsed, Solis Biodyne)

e 13,75 pl HO
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Die Reaktionsbedingungen betrugen dabei in einemliédg Biosystems GeneAmp PCR
System 9700:

* 95°C 3 min
e 40 Zyklen zu 95°C 15 s, 58 - 63°C 20 s, 72°C 1 min
e 72°C 10 min

AnschlieRendes Auftragen von 10 pl PCR-Produkt gl 2.adepuffer auf ein Agarosegel
ermdglichte die Kontrolle der Reaktion. Das hiersdigiebene Protokoll wurde fur die
Prifung der DNA-Produkte aller neu hergestelltermBrpaare verwendet. Des Weiteren
wurden die seitens des Herstellers angegebémerealingTemperaturen fur alle Primer
gepruft und ggf. optimiert. Auch diente dieses &kotl der Synthese von PCR-Produkten ftr
nachfolgende DNA-Sequenzierungen, welche im RahdegrStandardkurvenherstellung fur
die verschiedeneguantitative real timePCR-Assay (QRT-PCR) angewendet wurden, um
Subklonierungen zu prifen und Mutationen auszus@bh (vgl. 2.3.10, 2.3.12. und 2.3.16.).

2.3.8. Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsdauregemische sind aufgrund ihrer negatit&mlung durch Gelelektrophorese
trennbar. RNA und DNA wurden deshalb elektrophsecétiauf TAE-Agarosegelen analysiert.
Auf diesem Weg waren Trennung bzw. Reinigung sowvieeingeschréanktem Mald auch
Konzentrationsbestimmungen moglich. Abhéngig vonjeeiligen FragmentgroRe erfolgte
die Verwendung von 0,8 — 3 %-igen Gelen. Je Analyseden 10 pul RNA bzw. DNA mit 2
pl Ladepuffer versetzt (50 % Glycerin; 0,25% Brompblblau; 0,25% Xylen-Cyanol) und in
Geltaschen aufgetragen. Als Langenstandard diasttdldlecular Weight Marker X (Roche
Diagnostics). Der TAE-Kammerpuffer bestand aus 2ZI'iié-Acetat und 5 mM N&DTA,
(pH 8,0). Nach einer Laufzeit von 30-90 min beit&av. 110 Volt (kleine/groRe Gelkammer)
wurde das Gel fir 5 min in einer Ethidiumbromid-utg (1 ng/ml) gefarbt, daraufhin fur 5
min bei 85/110 Volt entfarbt und anschlieend utdsfrLicht (Geldokumentationssystem,
MWG Biotech) ausgewertet.

2.3.9. DNA-Extraktion und -Aufreinigung

Falls der Analyse eine DNA-Extraktion aus dem Gxé¢jén sollte, so musste zwingend auf
kurze Expositionszeiten geachtet werden, um da&kdrsiner moglichen Schadigung der
DNA durch UV-Licht zu minimieren (Cariello et al9&8).
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Eine solche DNA-Extraktion war in der vorliegend@rbeit insbesondere dann notwendig,
wenn im Rahmen der Sequenzierung des 5-kbp-Blogkegimal des HMGCR-Gens
Primerpaare sowohl nach wiederholter Erstellung tetsit Software als auch nach
verschiedenen Adjustierungen der PCR-Reaktionsgadgen unerwiinschte Nebenprodukte
amplifizierten. AuRerdem war dieser Schritt unungg@h bei der Erstellung von pCR II-
TOPO-Vektoren fur die TagMan-Standardreihen zurednitchung des alternativ&plicings
im HMGCR-Gen.
Zunachst wurde im Gel unter UV-Licht die Bande getviinschter Lange lokalisiert und ein
Gelvolumen von max. 100 pul mit einem Skalpell hegaschnitten. Das Gelstlick wurde in
das Millipore Gel Extraction Kit tberfuhrt und gefh&lerstellerprotokoll verarbeitet. Die
extrahierte DNA wurde daraufhin wie folgt aufgergtrund konzentriert:

1. Uberfiihrung des extrahierten DNA-Volumens in einesesteriles Probengefal
Auffullen mit H,0-Lichrosolv auf 200 pl Gesamtvolumen
Zugabe von 10 pl 3M Na-Acetat (pH 5,2); nachfolgesffortexen
Zugabe von 500 pl 100%-igem Ethanol; nachfolgeatexen
Lagerung Uber Nacht bei -80°C
Zentrifugation fur 20 min bei 14000 g und Raumterapg
Abkippen des Uberstandes und Zugabe von 200 pligeé#-Ethanol
Zentrifugation fir 20 min bei 14000 g und Raumterapg

9. AbgieRen des Uberstandes und Uberkopftrocknen elést$
Das finale Pellet wurde in 15ul .8 Gber Nacht gelést und nach erfolgter DNA-

© N o g s~ w D

Konzentrationsbestimmung fur die Sequenzierung gedet.

2.3.10. Subklonierung von PCR-Fragmenten in pCR-TOPO

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurden zunachssawen 10 und 20 pg PCR-Produkt in
den 3950 bp groRen Vektor pCR II-TOPO (TOPO TA @ignKit, Invitrogen) ligiert.
Danach folgte die chemische Transformation in kammte E. coli-Bakterien (TOP10 One
Shot, Invitrogen). Beide Schritte erfolgten genti#s Herstellerprotokolls. Der entstehende
Ansatz der transformierten Zellen wurde mit einerpidose auf eine angewarmte, mit
IPTG/X-Gal versetzte LB-Agar-Platte ausgestriched bei 37°C fir 15-16 h inkubiert. Auf
diesen Platten erfolgte eine Blau/Weil3-SelektiomktBrienklone, deren Vektor cDNA
enthielt, konnten als weil3 gewachsene Kolonie itiziert werden. Bakterien, die ein

Plasmid ohne cDNA enthielten, spalteten aufgrund deht inhibierten p-Galacto-
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sidase(LacZ)-Expression des Plamids X-Gal (5-brdrutioro-3-inolyl-[3]-D-galacto-
pyranoside) und erschienen blau (Sambrook 200hzdhe weil3e oder schwach hellblaue
Kolonien wurden mittels steriler Pipette von derafaperflache abgestrichen und in ein
steriles mit 2 ml Luria-Bertani(LB)-Medium geflilgel5 ml Polystyrolrohrchen (Sarstedt)
Uberfuhrt. Die Vermehrung der Kolonien erfolgte filba. 8 h in einem Schuttelinkubator
(Orbital Shaker-Forma Scientific) bei 37°C und 18@nin.

LB-Medium und LB-Agarplatten wurden wie folgt hesgellt:

LB-Medium: 5 g Tryptone (DIFCO); 2,5 g Hefeextrakt (DIFCO)g9NaCl ad 500 ml Aqua
dest., anschlieBend autoklaviert; Zugabe von 1 mpiillin (Endkonzentration 50 pg/ml)
direkt vor Verwendung des Mediums

LB-Agar: 500 ml LB-Medium + 7,5 g Bacto Agar (DIFCO) + 1 IRITG + 1 ml X-Gal

+ 1 ml Ampicillin (Endkonzentration 50 pg/ml)

2.3.11. Praparation von Plasmid-DNA (Plasmid-Mini-Paparation)

Die gewonnenen E. coli-Klone mussten tberpruft weydob deren Plasmide ein cDNA-
Insert tragen. Dazu diente die im Folgenden besblrne Methode (Del Sal G., Manfioletti &
Schneider 1988). Die sich an die Transformatiorcllref3ende Vermehrung geschah analog
wie unter 2.3.10. beschrieben. Nach Vermehrungkadéonien im Schuttelinkubator erfolgte
die Uberfihrung von 1,5 ml Bakteriensuspensionimsgeriles 2 ml ReaktionsgefaR. Diese
wurde nach dem Protokoll des Eppendorf FastPlastmdaufgearbeitet.

Der sich daran anschlieRende Restriktionsverdaatalieler Kontrolle, ob die isolierte
Plasmid-DNA das entsprechende PCR-Produkt enthi@ei dem verwendeten
Klonierungsvektor flankierten Schnittstellen fursdBestriktionsenzyntcoR |beide Seiten
der Insertionsstelle (11 hypstream5’ und 6 bpdownstrean8’). 1 pl EcoR (20 U/ul [New
England Biolabs, Frankfurt/Main]) wurde mit 8 plaBimid-DNA und 1 pl vom Hersteller
bereitgestellten Reaktionspuffer in einem 10 pl&ndur 2 h bei 37°C verdaut. Daraufhin
erfolgte das Auftragen der Proben auf ein Agardselje elektrophoretische Auftrennung
und die Charakterisierung der Banden nach Ethidiomkfarbung unter UV-Licht.

Die Erkennungssequenz GAATTC fecoR list selten im humanen Genom. Im seltenen
Fall, dass sich diese Sequenz auch innerhalb destéin PCR-Inserts befand, konnte auf
andere Enzyme, wieNsi | oder BstX |, die ebenfalls Schnittstellen beidseits der

Insertionsstelle besitzen, zuriickgegriffen werden.
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2.3.12. DNA-Sequenzierung

Da alle in dieser Arbeit verwendeten Inserts nilémger als 500 bp waren, konnten alle
Klonierungen in den pCR II-TOPO-Vektor mittels demm Hersteller mitgelieferten Primer
M13 fwd und M13 rev (Invitrogen) per Sequenzierand Mutationen tberprift werden.

Des Weiteren wurde von sechs spezifisch ausgewdhiitenanen Leberproben die DNA ca.
5,5 kbp upstream 5 des HMGCR-Gens auf unbekanasernutationen geprift. Hierfur
wurde der zu sequenzierende Bereich in sieben siohnder Uberlappende Segmente
(Primerpaare siehe Tabelle 8) geteilt. Die Speifier Primer fur das HMGCR-Gen wurde
mit demBasic Local Alignment Search Tdbltp://blast.ncbi.nim.nih.gov) verifiziert.

Tabelle 8: Auflistung der Sequenzen aller Primer (laborinteBezeichnung), die fur die

Sequenzierung des promotornahen Bereiches des HM&£R erstellt wurden.

Primer Nukleotidsequenz

5U1x2HMGCRfwd GCCCTCAGTGGATATCTACTGACCTTTG
5U1x2HMGCRrev TTAATAGAGACGGGGTTTCGCCATAT

5U2 HMGCRfwd TGCGGTAGTTCACGCTTGTAATC

5U2 HMGCRrev CCTGGGTGCTAAGTCCCTCATT
5U3HMGCRfwd AGCTGGAGTTCCGGGTGG

SU3HMGCRrev CGAGCTGGTTGCCAATGCT

5U4HMGCRfwd CGGCTCTACCAATCAGCAGGAT
5U4HMGCRrev CTAGAAGTCTCAAGGACCAAATATCTCAGA
5U5x2HMGCRfwd CTAAATCTTGGGCTAAAGCCTGTTTTG
5U5x2HMGCRrev TGACGTATCTCTACTTTCCTGTGCGAA
5U6HMGCRfwd ATGGGTAGGCATATCCAAGGTAAAC
5U6HMGCRrev CCAACCAATAGCCGTTCGAGT
5U7x2HMGCRfwd GTACTATCACAGCCAGGACGAGCAC
5U7x2HMGCRrev GATGATGACCGCAGTCACGAAGA

Die Sequenzreaktionen wurden in 10 pl-Ansatzercenitt0O0 ng in 0,1 x TE-Puffer geléstem
PCR-Produkt, 1 pl Forward-/Reverse-Primer (5 uM)1I2Big Dye Ready Mix (Applied
Biosystems) in ad 10 plM durchgefuhrt. Die PCR-Parameter lauteten:
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* 98°C 2 min

* 30 Zyklen mit 98°C 20 s, 50°C 15 s und 58°C 4 min
Eine Fallungsreaktion diente der Abtrennung fr&lakleotide. Nach Zugabe von 10 pjG
2 ul 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 55 ul 100%-igem dttbl folgte ein Zentrifugationsschritt
(20 min, 14000 g). Ein weiterer Waschschritt mi0O18 70%-igem Ethanol und erneuter
Zentrifugation fir 20 min folgte. Das Pellet wurdkei 68°C fiir 10 min getrocknet.
Die Core Facility DNA-Technologie des IZKF der Metischen Fakultat Leipzig tlbernahm
das Auftragen der Proben auf das Sequenziergeldim&equenzierung der DNA mittels
Kapillargelelektrophorese.

2.3.13. Quantitative RT-PCR

Die verschiedenen mRNA-Expressionsstudien des HM®&ERs wurden mit dem

guantitativen, fluorogenen RT-PCR-Verfahren (TagMan einem ABI Prism 7900 HT

Sequence Detector System (Applied Biosystems) defcinrt. Der TagMan Assay nutzte die
5’-Exonuklease-Aktivitdt der Tag-Polymerase um eme die zu amplifizierende cDNA

gebundene fluoreszenzmarkierte Sonde (Tag-Man Pmbdydrolysieren. Fir den Assay
mussten spezifische Sonden sowie cDNA-spezifiscimedP hergestellt werden (vgl. 2.3.14.).
Hierbei handelte es sich um Oligonukleotidsondeslchhe an ihrem 5-Ende mit einem
.Reporter‘-Fluoreszenzfarbstoff (Fluoreszinderivat)d am 3’-Ende mit einen Quencher-
Farbstoff (Rhodaminderivat) markiert waren. Diessnd&n wurden bei einer spezifischen
Wellenlange (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt. Bmndensequenzen wurden so
ausgewahlt, dass sie komplementar zu einem cDNa&n§twaren und sich wahrend der
Annealing und ExtensiorPhasen der PCR an diesen anlagerten. Die Sonddbd bli
ungebunden, wenn wahrend der PCR kein zu ihr kamgiééres Template vermehrt wurde.
Da die 5-Exonuklease-Aktivitat der Taq-Polymerasgezifisch fir Doppelstrdnge war,
blieben ungebundene Sonden intakt und aufgrundédenlichen Nahe zum Quencher wurde
die Fluoreszenz durch einen Forster-Resonanz-Eteagsfer (FRET) unterdrickt und es
konnte keine Reporter-Fluoreszenz gemessen wertiend (et al. 1996). Zur cDNA

komplementére Sonden hybridisierten sich nach demamirierungsschritt mit der cDNA

und wurden in der darauffolgenden Extensionsphas®@R durch die Tag-Polymerase vom
5’-Ende beginnend hydrolysiert, wodurch der Reperied Quencher-Farbstoff getrennt und
somit der FRET zwischen Probe und Quencher untenlero wurde. Somit konnte die

Fluoreszenz des Reporters bestimmt werden.
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1. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer (Abbildung
zeigt die Anlagerung des Forward Primers)

2 Primer-Extension und Sondenhydrolyse

R
e @

o \ =

3. PCR-Produkt wird vollsténdig synthetisiert, die Farbstoffe getrennt

1 Tk °

4 In Abhangigksit von der Zahl freigesetzter Reportermolekiile wachst das
Reporter-Signal

Abbildung 7: Einfluss der 5'’-3’-Exonuklease Akti&ttder AmpliTag DNA Polymerase auf eine fluorogene
Sonde wahrend der Extensionsphase einer TagMan(808 Handbuch Applied Biosystems).

Das Signal war direkt proportional zu der am Anfates jeweiligen Zyklus bestehenden
Molekilmenge. Das Konzept der ,cycle thresholdy) (Bestimmung (Higuchi et al. 1993)
diente der Quantifizierung der vorhandenen MengBl&ADDie Anzahl der Zyklen bis zum
Erreichen eines spezifischen Signals, welchesfgignt tber dem Hintergrundrauschen lag,

war abhangig von der der Anzahl der Kopien an cDMNi&,sich zu Beginn vor der PCR im

- 40 -



2 Methoden und Materialien

Analyt befanden. Die cDNA-Kopienanzahl und die Amzder benotigten Zyklen verhielten
sich hierbei indirekt proportional (Gibson, HeidW&illiams 1996). Dieser Wert wurde als fur
jede Probe spezifischer; GWert definiert und lag in der exponentiellen Rhader
Amplifikation. Mittels Verwendung einer Standardiarwar es dadurch mdglich die absolute

Kopienzahl des untersuchten Transkripts in jedeb®zu berechnen.

2.3.14. Selektion von Primern und Sonden fur die qRPCR

Zur Etablierung der gRT-PCR-Assays mussten enteprete Primer und Sonden mittels der
Primer Express 2.0-Software ermittelt werden. Da&id notwendigen Sequenzinformationen
wurden aus eigener Sequenzierung Kklonierter PlaBmNid generiert oder wurden der
Genbank der National Library of Medicine, USA (wwaebi.nlm.nih.gov) oder der ensembl-
Datenbank (www.ensembl.org) entnommen. Fur die idathung der Splicevarianten des
HMGCR-Gens wurden Primerpaare auf benachbarte Egelegt und Sonden verwendet,
welche Uber den korrespondierenden Exongrenzenidigierten, um die Koamplifikation
genomischer DNA zu unterbinden. Bei der Untersughdes untranslatierten 3’-Bereiches
(vgl. 2.3.20 und 3.5.) des HMGCR-Gens war diese IMbkgeit fur die Sonden
HMGCRStopp400 und HMGCRStoppl000 nicht verfigbaa, id diesem Bereich die
prozessierte MRNA der DNA entspricht (Abbildung &ur Kontrolle der Spezifitat der
verwendeten Primer wurde zunachst cDNA aus den heméeberproben verwendet, und
diese nach erfolgter Amplifikation in einer PCR auf 2%-iges Agarosegel aufgetragen. Die
Reaktionsbedingungen der PCR entsprachen hierbend#er spateren qRT-PCR. Wenn sich
die Lange des erwarteten Amplikons im Gel besgitigb wurde das PCR-Produkt mit den
jeweiligen Primern daraufhin sequenziert. In dexr Worliegenden Arbeit wurden im Rahmen

von Expressionsuntersuchungen des HMGCR-Gens shgtsays verwendet (Tabelle 9).

HMGCRStopp HMGCRStopp400 HMGCRStopp1000
A g L L
5" Exon 19 Exon 20 3-UTR 3

Abbildung 8: Ausschnitt der HMGCR-mRNA nach dem &¢thdes intronischenSplicings Die
sequenzspezifischen Positionen der fluorogenen ofiit Untersuchungen des untranslatierten 3" -Bleesi
sind mit roten horizontalen Linien abgebildet. W&itd die Sonde ,HMGCRStopp* exoniiberspannend drstell
wurde, konnten fir die beiden anderen Sonden Réamsionen erzeugt werden, die eine DNA-Koamplifikat

vermeiden.
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Tabelle 9: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden s@nggelder generierten

Amplikons.
Assay Sequenz (52 3)) Amplikon
HMGCRmItEx13
5 -Primer CTCTCCAGTACCTACCTTACAGGGATT
3 -Primer CAGGGATGGGCATATATCCAATAAC 90 bp
Sonde CTCCTTGGTGATGGGAGCTTGTTGTGAGA
HMGCRohneEx13
5 -Primer CTCTCCAGTACCTACCTTACAGGGATT
3 -Primer ATCCCATCTGCAAGGACTCG 82 bp
Sonde CTCCTTGCTTGGTGGAGGTGCCAGC
HMGCRgesamt
5 -Primer GAAGGGTTCGCAGTGATAAAGGA
3 -Primer AAGGTTGCGTCCAGCTATACTTGT 93 bp
Sonde CATTTGACAGCACTAGCAGATTTGCACGTC
HMGCRStopp
5 -Primer GGACATCTTGTCAAAAGTCACATGATT
3 -Primer CTGTCTTCTTGGTGCAAGCTCC 85 bp
Sonde CAACAGGTCGAAGATCAATTTACAAGACCTCCA
HMGCRStopp400
5 -Primer GTCTGGGATGTAGAACTTCAAGAAGTAAG
3 -Primer ACAGGTCCCCTTCTGAAGAATAATG 131 bp
Sonde TGCTGGTCTATTTTGATTTTGGGGGGTAATCA
HMGCRStopp1000
5 -Primer CCAGTGAAGGAGCCACGTGA
3"-Primer CGTTCGTGGGTCCATCAAAGA 107 bp
Sonde CTAGTTCCTGTGGCCAGGAGGTTGGTGAC
B-Aktin
5 -Primer CCTGGCACCCAGCACAAT
3"-Primer GCCGATCCACACGGAGTACTT 70 bp
Sonde ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCA

Alle Sonden sind an ihrem 5-Ende mit dem Fluoredziivat FAM und an ihrem 3" -Ende mit dem

Rhodaminderivat TAMRA als Reporter- bzw. Quenchiastoff gekoppelt.
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2.3.15. Reagenzien, Materialien und Reaktionsbedinggen fir die gRT-PCR

Die Reaktionsbedingungen im Thermocycler (ABI Pris¥®00 HT Sequence Detector,
Applied Biosystems) beziglich Temperatur, Inkubagizeiten und Zyklenzahl waren fir alle
bestimmten cDNAs identisch. Der gRT-PCR-Ansatzteetich zusammen aus:

e 2,5 ul cDNA (1:15 verdinnt)

e 2,5 ulMgC} (25 mM, Roche)

« 1 pldNTP (2500uM)

e 1,25 pul 10 x PCR Buffer (100 mMTris-HCI, 0,1 M EDTpH 8,3, Roche)

e 0,0625 pl AmpliTaq Gold (5 U/ul AmpliTag Gold DNAoRmerase, Roche)

e 0,25 pl Oligonukleotid-Sonde (10 puM)

e je 0,1875 ul Primer (300 nM; ifirAktin-Assay jeweils dreifache Menge)
ad 12,5 ul HO-Lichrosolv (Merck)
Die Parameter fur den Ablauf der PCR wurden wigtftdstgelegt: 50°C 2 min, danach 95°C
10 min, gefolgt von 40 Zyklen mit 95°C 15 s und 60fir 1 min. Die Amplifikation und

Fluoreszenzmessung erfolgte in einer 8&At Platte (ABI Prism 384wvell Optical Reaction
Plate; Applied Biosystems). Die Auswertung der gsseeen Daten geschah mit
Unterstltzung der ABI Prism Sequence Detectionvaot 2.2 (SDS, Applied Biosystems).
Alle Standards wurden als Dreifach-, alle Probers afierfachwertbestimmungen
durchgefuhrt. Aufgrund der Normierung desWertes eines jeden Reaktionsansatzes auf
eine Standard-Plasmidverdinnungsreihe konnte dielale mRNA-Kopienzahl der Proben
bestimmt werden.

Um Schwankungen zwischen den Proben auszugleiahiente dashousekeepingen -
Aktin als interne Referenz einer jeden Probe. Disdlutwerte der bestimmten HMGCR-

Genabschnitte wurden dabei stets alifk@pienp-Aktin der jeweiligen Probe normalisiert.

2.3.16. Herstellung von cDNA fir die gRT-PCR-Standalkurve

Das gleichzeitige Auftragen einer Plasmidverdinsuoeipe mit bekannter Kopienzahl auf
jede 384well Platte ermdglichte die absolute Quantifizierung mM&NA-Expression. Fir die
Herstellung der Plasmidverdiinnungen wurden PCRktedwelche die Sequenz der gRT-
PCR-Amplikons beinhalteten, amplifiziert und in d¥ektor pCR II-TOPO ligiert. (vgl.
2.3.10.) Die verwendeten Primer zur Erstellung gleiT-PCR-Standards sind in Tabelle 10

zusammengefasst.
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Tabelle 10:Ubersicht der Primer fiir die Herstellung von TagMtandards.

Primersequenzen (5 3) Vektorlange
HMGCRmItEx13
5 -Primer TGAGCGTGGTGTATCTATTCG
3 -Primer GATGGCGGTGACAATGTTT 817 bp
HMGCRohneEx13
5 -Primer TGAGCGTGGTGTATCTATTCG
3 -Primer GATGGCGGTGACAATGTTT 658 bp
HMGCRgesamt
5 -Primer TGAGCGTGGTGTATCTATTCG
3 -Primer GATGGCGGTGACAATGTTT 817bp
HMGCRStopp
5 -Primer GGCAGCAGGACATCTTGTCAAAAG
3 -Primer CCAATGCCCATGTTCCAGTTCA 134 bp
HMGCRStopp400
5"-Primer CTTGAAGTTCATGGTGATCAGTGCA
3 -Primer CTTCCCTTGAAGAAAACAGGTCCC 264 bp
HMGCRStopp1000
5 -Primer GAAAGGGAAAGTCAGCTTTCAGAGC
3"-Primer TCCAAGAGCAACACTTGAAGCATTAG 259 bp
B-Aktin
5 -Primer ACCCACACTGTGCCCATCTAC
3 -Primer TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA 262 bp

2.3.17. Praparation von Plasmid-DNA (Plasmid-Maxi-Paparation)

Um ausreichende Mengen Plasmid-DNA zu erhalten, devurzundchst ein durch
Minipraparation und Restriktionsverdau charakterier Klon (vgl. 2.3.11.) erneut im Z-
Ausstrich auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen @indca. 16 h im Inkubator (Memmert)
bei 37°C angezichtet. Danach erfolgte die Inkubatioer einzelnen Kolonie des Klons in 5
ml LB-Medium fur 6 h bei 37°C. Nach erfolgter Trirlmides Mediums wurden 3 ml dieser
Kultur anschliel3end in einen 2 Liter Erlenmeierlavibliberfuhrt, welcher mit 100 ml LB-
Medium gefullt war und tber Nacht in einem Orbithisttler (GFL 3032, Forma Scientific)
bei 180 U/min und 37°C inkubierte. Die darauffolgerPraparation von Plasmid-DNA aus
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der Nachtkultur erfolgte mit dem Plasmid Maxi K@Qiagen) nach Angaben des Herstellers.
Die isolierte Plasmid-DNA wurde in Abhangigkeit d@&elletgrol3e in 1 x TE-Puffer

aufgenommen und die Nukleinsdurekonzentration reitn dNanoDrop-System bestimmt.

Nachfolgende DNA-Sequenzreaktionen (vgl. 2.3.12lienten dem Ausschluss von PCR-
Fehlern.

2.3.18. Linearisierung und Quantifizierung der Plagnid-DNA

Aufgrund der zirkularen Form der Plasmid-DNA musditese vor Verwendung als Standard
mittels Restriktionsverdau linearisiert werden. Drrfolgte mit einem Restriktionsenzym,
welches ausschlie3lich den Vektor pCR [I-TOPO iaereeinzigen Stelle schnitt und somit
das Insert unversehrt lie. Fir alle Inserts koniieol verwendet werden. Der
Reaktionsansatz fur die Linearisierung ergab siehfalgt:

* 50 g DNA

e 10 pl Rinderserumalbumin (NewEngland Biolabs, Kob@.mg/ml, pH 7,0, 20 mM

KPQO,4, 50 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 5% Glycerol)

e 10 ul 10 x NEBuffer 2 (NewEngland Biolabs)

e 7 ul Xhol (20000 U/ml, NewEngland Biolabs)

e ad 100 pl HO-Lichrosolv
Dieser wurde bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Im Arigss erfolgte die Inaktivierung des
Restriktionsenzyms fur 20 min bei 65°C in einem rim@mixer. Um die Linearisierung zu
kontrollieren, wurden 1 pl des Restriktionsverdaumsl 1 pl des zirkularen Plasmids auf
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrenntalnadakterisiert.
Die Berechnung der Konzentration und Kopienzahl fidie Herstellung der
Standardverdinnungsreihe geschah nach folgendenentach Da die Summe des
Molekulargewichts der vier verschiedenen Nukleoti(fdenin, Cytosin, Guanin und
Thymidin) 1238 g/mol betragt, ergibt sich ein naitds Molekulargewicht von 619 g/mol fir
ein beliebiges Basenpaar. Mit der Lange des Vekiddsisive Insert multipliziert ergibt das
Produkt daher naherungsweise das Gewicht fur eihlikearisierten Vektor, welches nach
Division mit der Avogadro-Konstante (6,022 x *¥fnol) das Gewicht eines einzelnen
Vektormolekiils darstellt.
Der Quotient aus der ermittelten Nukleotidkonzerraund dem errechneten Einzelgewicht

ergeben die Molekilzahl pro pl Volumen des Restiiidverdaus bezogen auf Doppelstrang-
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DNA. Da jedoch diese wahrend des Denaturierunggsehider PCR in zwei Einzelstrange
zerfallt, muss die berechnete Molektlzahl mit deaiktor 2 multipliziert werden.
Anschliel3end wurde die linearisierte Plasmid-DNALir TE-Puffer und 0,06 Kirst Strand
Buffer (250 mM Tris-HCI [pH 8,3], 375 mM KCI, 15 mM Mgglauf eine Endkonzentration
von 10° Einzelstrangkopien DNA/ul tiberfithrt und nach egfet Aliquotierung bei -20°C
gelagert. Aus dieser Stocklésung wurden unter Beilbeng der Pufferkonzentrationen fur

jede gRT-PCR Untersuchung Verdiinnungsreihen v8n 1@ Kopien/u| hergestellt.

2.3.19. Aufreinigung von isolierter RNA

Da eine Assayetablierung mit fluorogenen SondetgheeExongrenzen Uberspannen, bei der
Untersuchung des untranslatierten 3"-Bereiches H&CR-Genes nicht maéglich war,
musste eine DNA-Koamplifikation auf andere Weisenimiert werden. Um DNA-
Kontamination in den RNA-Isolaten zu minimieren,rden daher 100 ug isolierte RNA aus
humanen Leberproben mit dem RNeasy Mini Kit (Qigggemal Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Zusatzlich wurde zwischen Schritt rBdu4 des Protokolls das mitgelieferte
Optional On-Column DNase Digestion with the RNaseeFDNase Set (Qiagen) eingefugt,
um hdchstmdgliche Reinheit an RNA zu erhalten. AbsBend wurde vor der
Weiterverwendung erneut die Konzentration der RNAt rdem NanoDrop-System

(NanoDrop-Technologies) ermittelt.

2.3.20. Vorarbeiten fur Expressionsstudien des HMGR-Gens in der LE-Heart Kohorte

Zur Etablierung der gRT-PCR-Assays dienten zunadbgpressionsuntersuchungen in
humanen Leberproben, bevor man diese fur weitetersichungen in der LE-Heart-Kohorte
verwendete. Fur die Analysen des alternati@plicing des Exon 13 des HMGCR-Gens
wurden zunéchst in 98 Proben humaner Leberproben gRT-PCR-Assays angewendet:
(1))HMGCRmIitEx13, (2)HMGCRohneEx13, (3)HMGCRgesartt)p-Aktin (vgl. 2.3.14.).
Der Assay (3) diente insbesondere der Prifung, géeau die Expression der beiden
HMGCR-Transkripte durch diese drei Assays wiedeepeg wurde. Naherungsweise sollte
1) + (2) = (3) ergeben, um von guter Qualitat ngeringer Degradation des
Untersuchungsmaterials ausgehen zu konnen. BeiEdpressionsstudien in den humanen
Leberproben stellte sich allerdings heraus, dassueseinen starke Unterschiede beziglich

des Degradationsgrades der isolierten RNA zwisctlen verschiedenen Tranchen der
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gelieferten Leberproben gab, zum anderen das @tsahierkmal (1) + (2) = (3) erheblich
zwischen verschiedenen Leberproben schwankte. Binsachenforschung lie3 vermuten,
dass vor allem sehr unterschiedliche Zeitspannehatgerung der nativen Leberproben bei -
80°C vor der RNA-Isolierung einen grof3en Einflugt@das Qualitditsmerkmal haben. Um aus
diesen Tranchen eine reprasentative Gesamtgruppehalien, wurde zunachst eine Tranche
von 33 Proben ausgeschlossen, da in dieser bemaesten Proben die RNA-Degradation
schon weit fortgeschritten wap-@Aktin Expression < 100.000 Kopien). In den ubrigen
Tranchen zeigte sich haufiger, dass (1) + (2) 3q3)Daher wurden Proben, dessen Quotient
(3) / (1+2) < 0,70 ist — was bei einer Kopienvgrploing pro Zyklus in einer exponentiellen
gRT-PCR einen Unterschied von ca. % €gibt — von der Gesamtgruppe ausgeschlossen.
Schliel3lich ergab sich eine Gruppe von 51 Lebegmphn denen die Etablierung der Assays
durchgefuhrt wurde. Man untersuchte beide SNPsdhitieh einer moglichen Assoziation
auf das alternativ&plicing (2) / (1+2) bzw. (1) / (1+2) und auf die Gesamtesgion (1+2)
des HMGCR-Gens.

Aufgrund der gewonnenen Erfahrungswerte aus deersutchung der Leberproben, bei
denen sich Proben beziglich des Qualitatsmerkn{ales (2) = (3) kaum unterschieden,
wenn man alle RNA-Proben unter strenger Einhaltdeg gleichen Protokolls isolierte,
wurde in den Expressionsstudien der LE-Heart-Ka@hoduf den gRT-PCR-Assay
(3JHMGCRgesamt verzichtet und die Gesamtexpressala Summe der Assays
(1))HMGCRmIitEx13 und (2)HMGCRohneEx13 kalkulierZur Beurteilung der RNA-
Degradation wurde in den PBMCs ein Schwellenwen feAktin Expression = 10.000
Kopien angesetzt.

Auch die Untersuchung der untranslatierten cDNArRSkaiptlangen im 3"-Bereiclues
HMGCR-Gens wurde zunachst in ausgewéhlten Lebeepratabliert. Hierfir verwendete
man drei gRT-PCR-Assays mit nachfolgender Nornelisig aller Daten ays-Aktin. Die
TagMan-Sonde von (1))HMGCRStopp befand sich unrbiieVor dem SNP rs5909 und malf3
die Gesamtzahl an HMGCR-Transkripten, (2) HMGCRS4@8pbestimmte die Anzahl der
Transkripte, welche ein mindestens 400 bp langebt niranslatiertes 3'-Ende besal3en,
(3)HMGCRStoppl1000 ermittelte HMGCR-Transkripte mtindestend 1 kbp langen
untranslatierten 3 -Bereichen (vgl. 2.3.14.). RNAnv12 humanen Leberproben wurden
abhangig vom SNP rs5909 ausgewahlt und vor der biregozing in cDNA und der weiteren
Untersuchung aufgereinigt (vgl. 2.3.19.). Zwei Rmobmussten aufgrund mangelhafter
Expressionsdaten (eine Probe miAktin < 100.000 Kopien; eine weitere Probe mit zu

groRer Schwankung AC; = 0,9 — der Mehrfachwerte) von der statistischemalpse
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ausgeschlossen werden. Nach der Etablierung demysssurde eine Stichprobe von 90
PBMCs der LE-Heart-Kohorte zur weiteren Analyse gawgihlt. FUnf Proben mussten
aufgrund mangelhafter Expressionsdaten von delistisahen Analyse ausgeschlossen

werden, so dass die untranslatierten cDNA-Trandingen in 85 Proben untersucht wurde.

2.3.21. SNP-Genotypisierung mittels Schmelzkurvenatyse

Die verschiedenen SNP-Genotypisierungen im RahrmenStufe 3 - Replikation in der
CARLA-Kohorte und die SNP-Genotypisierungen versdener Genpolymorphismen des
HMGCR-Genes in der LE-Heart-Kohorte wurden ebensd dem fluorogenen PCR-
Verfahren (TagMan) an einem ABI Prism 7900 HT SegeeDetector System (Applied
Biosystems) durchgefuhrt (El Housni et al. 2003).
Im Gegensatz zum gRT-PCR-Verfahren wurde die flgen@ Sonde nicht durch die 5'-
Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase hydrolgsida die Temperatur, bei welcher die
Sonde mit dem Abschnitt der DNA im Bereich des hoygoten Wildtypallels hybridisiert,
mit 55°C ca. 10°C unter der des P@Rnealingchrittes liegt. Stattdessen wurde an eine PCR
unter Ublichen Reaktionsbedingungen ein einzelnehri® angehéngt, der es der Sonde
zunadchst ermdglichte, bei einer Temperatur von 20\€pezifisch an vorhandene DNA zu
hybridisieren. Danach folgte zur Schmelzkurvenbestung eine kontinuierliche
Temperaturerhbhung mit fortlaufender Messung desrEkzenzsignals. Mit ansteigender
Temperatur nimmt die Spezifitat der Hybridisieruzgvischen DNA und Sonde zu.
Schliel3lich 16st sich die Sonde von der DNA mit andem Allel bei geringerer Temperatur
als von DNA, welches das Wildtypallel beinhalteta Bie mittlere Lange der Sonde zum
Zeitpunkt der Ablésung von der DNA infolge einerlliirlichen Konformationséanderung
kurzer wird, nimmt der FRET zwischen Reporter unge@cher zu, da dieser Effekt mit der
sechsten Potenz indirekt proportional zum Abstam@dahen beiden Farbstoffen ist (Didenko
2001). Der damit verbundene Abfall an Fluoreszagmedi wurde gemessen. Je nach
Allelverteilung in der jeweiligen Probe kam es Zneen von folgenden drei Signalmustern
(Abbildung 9) wahrend der Temperaturerhéhung:

1. Ein Maximum (1. Ableitung der Schmelzkurve) beiiggerer Temperatur als 55°C

spricht fir eine homozygot mutante Allelverteilung.
2. Ein Maximum bei ca. 55°C reprasentiert einen horgomn Wildtyp.

3. Zwei Maxima sprechen flr Heterozygotie.
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Abbildung 9: linke Seite: Schematischer Verlauf Basreszenzsignals in Abhangigkeit von der Tentperr

den homozygoten Wildtyp (orange), Heterozygotiesglound eine homozygote Mutante (blau). Die obere
Abbildung stellt die Schmelzkurve dar, die unteieatste Ableitung der Schmelzkurve.

rechte Seite: Exemplarische Darstellung der dign&muster anhand der Schmelzkurvenanalyse im ABhP
7900 HT Sequence Detector System fir den SNP r&82461 drei Probanden der LE-Heart Kohorte (blau:
Genotyp G/G; rot: Genotyp A/A, griin: Genotyp A/G).
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2.3.22. Reagenzien, Materialien, Reaktionsbedinguag fur die Schmelzkurvenanalyse

Zum Wildtyp komplementare, fluorogene Sonden wurdah dem MeltCalc99-Makro fur
Microsoft Excel ermittelt. Die Schmelztemperatur flas mutante Allel sollte dabei 45°C
nicht unterschreiten und die Temperaturdifferenzaselen den Schmelztemperaturen fir
Wildtyp und Mutante sollte im Bereich von 7 - 10fi€gen. Daraufhin wurden spezifische
Primer mit der Primer Express 2.0 - Software ewgtijtivobei die Schmelztemperatur im Falle
eines Wildtypallels 10°C Uber der Schmelztemperater Sonde lag und eine Lange des
Amplikons von ca. 100 bp angestrebt wurde. Zu Begimer SNP-Analyse stand eine PCR
mit folgendem Ansatz:

* 1 ul DNA-Template

e 1 ul MgCkL (25mM, Solis Biodyne)

* 0,625 ul 10 x PCR-Puffer (Reaction Buffer B, 0,8TVis-HCI, 0,2 M (NH,).SO,

0,2% w/v Tween-20, Solis Biodyne)

« 0,625 ul dNTPs (1250 pM)

e 0,0625 pl DNA-Polymerase (5 U/ul FIREPol DNA Polyiase |, Solis Biodyne)

* 0,0625 pl Oligonukleotidsonde (10 puM)

e 0,2813 pl Primer fur Sondenhybridisierungsstrargggol/pl)

e 0,0313 pl Primer fur den untergeordneten Strangy(261/p.l)

e 0,3125 ul Kalberserumalbumin (NewEngland BiolabspnK 10 mg/ml, pH 7,0, 20

mM KPQ,, 50 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 5% Glycerol)
* ad 6,25 pl HO-Lichrosolv

Die Reaktionsbedingungen entsprachen denen eiaed&d-PCR (vgl. 2.3.7.) und wurden
im Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 dyefilhrt. Die anschlieRende
Schmelzkurvenanalyse lief unter folgenden Bedinganign ABI Prism 7900 HT Sequence
Detector System (Applied Biosystems) ab:

e 95°C 3 min

* 20°C 2,5 min

» kontinuierliche stufenlose Temperaturerhohung v@tCauf 95°C mit 5°C/min

* 95°C15s

Nachfolgend in Tabelle 11 aufgelistete Genpolym@mmien wurden mit dieser Methode

analysiert.
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Tabelle 11: Auflistung der Assays fur die Untersuchung von SNgsttels

Schmelzkurvenanalyse.

SNP ID Allele, Lage des SNP, Sequenz+$53’) Amplikon
rs2294309 Allele: T/G, Chr. 6, 27.483.816 bp

5 -Primer TACTTCAGTAGTATGATGCTTAATTTCTGCTT

3 -Primer GAAAGATGCCCCTAGATACACACATATAC 194 bp
Sonde CTAGATGACATATAGAGGAATATC

rs3846662 Allele: A/IG, Chr. 5, 74.651.084 bp

5 -Primer CTGCTGGCACCTCCACCAAGC

3 -Primer GCAACAACAGAAGGTTGTCTTGTGGC 227 bp
Sonde CTCATTGCCTTACCTATGATGT

rs6029228 Allele: G/T, Chr. 20, 39.255.548 bp

5 -Primer ATATTTGAAATGTTCACAGAGCCCTCGG

3"-Primer CATATATGGAGAGCATGACAAAAGTCAGTTGAG 114 bp
Sonde CTCTATGGAATTGCAAGTTTGAA

rs6451824 Allele: G/A, Chr. 5, 45.841.630 bp

5-Primer GCTGGATATTAGACTTTTGTTGGATGCATA

3 -Primer AATTGACAAGTGGCACCAATTAACTAAAGAG 134 bp
Sonde ACCTAAGGAACGGGAGCA

rs7703051 Allele: C/A, Chr. 5, 74.625.487 bp

5-Primer GATCACAAATTGCTTGGAAAGTTGCTG

3 -Primer AAGATTTTGGGGGAATAGGAAAGGAC 308 bp
Sonde CATTATACCTTGAAACACTTAGC

rs9384960 Allele: T/A, Chr. 6, 116.130.955 bp

5-Primer TAGCAGACTAGGCCAAATGAACTGTGG

3 -Primer AGAGAGGCAGAAAGAGCCGGAGTC 107 bp
Sonde GATAGTTTGCAGAAGTAGGC

rs17695653 Allele: C/T, Chr. 8, 18.526.498 bp

5°-Primer GCTTTTCCTTTTGTTATATCAGCTTAGGCC

3 -Primer GCAAGGTACGCTATGTAGGGAGATGG 217 bp
Sonde CTAAGTTCACGGCTAAGAAAAC

Grau unterlegt ist die Base, welche sich kompleéreah das Wildtypallel des Genpolymorphismus amtage
Sind die grau unterlegte Base und das Wildtypalelch, so lagert sich die Sonde an das Wildtypalks
komplementéren DNA-Stranges an. SNP-Position geems@mbl genome browser build 60.
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2.3.23. SNP-Genotypisierung mittels Alleldiskriminéon

Da fur manche Genpolymorphismen kein reliabler fxsia eine Schmelzkurvenanalyse
ermittelt werden konnte, wurden mehrere Untersugaonmit TagMan SNP Genotyping
Assays durchgefihrt, welche durch Angabe der SNiRaD Applied Biosystems als bereits
funktionell validierte Assays geliefert wurden. B#ée enthalten zwei fluorogene
Oligonukleotidsonden, welche jeweils spezifisch dias Wildtypallel oder fur die Mutante
sind (Abbildung 10). An ihrem 5-Ende sind sie rdigm VIC- (Allel 1) bzw. dem FAM-
Fluoreszenzfarbstoff (Allel 2) markiert. Am 3’-Endenthalten beide einen nicht
fluoreszierenden Quencher sowie eimdinor groove bindefMGB). Die erste Modifikation
fuhrt zu einer groBeren Messgenauigkeit, die zwerteédht die Schmelztemperatur beider
Sonden (Afonina et al. 1997), so dass kirzere Sofideden Assay ermittelt werden kénnen.
Kirzere Sonden filhren bei einem Basenaustauscimeugrdl3eren Temperaturdifferenz und

somit zu einer reliablen Alleldiskrimination.

GB GB
"—h Probe fM ; Probe 3 v‘fM =
Forward primer A s T Q’ ﬁ R @ Reverse primer
G A —_—
A
5 3
DMNA template [G/A] _
NN AR
r:f_)'_' -‘H‘“-\
[CIT] -
3 5

Abbildung 10: SNP-Genotyping mittels SNP-Alleldishination. Jeweils eine Sonde bindet spezifisch den
Matrizenstrang mit der komplementiren Base des zuigmm Allels und generiert nach Hydrolyse durdie 5°-
Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase ein enttedes Fluoreszenzsignal. AagMan SNP Genotyping

assays protocol (Applied Biosystems).

Die Generierung eines Fluoreszenzsignals entspriachei der Methodik der gRT-PCR (vgl.
2.3.13.), wobei die Schmelztemperaturen beider &orsd gewahlt wurden, dass sich diese
wahrend derAnnealingPhase der PCR jeweils moglichst spezifisch an fiie sie
komplementdre Sequenz anlagerten. Aufgrund desrigele@ Fluoreszenzsignalmusters
wahrend der 40 PCR-Zyklen konnte dann mittels d¥8-Software (Applied Biosystems) die

Zuordnung zum entsprechenden Genotyp erfolgen.
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2.3.24. Reagenzien, Materialien, Reaktionsbedinguag fur die Alleldiskrimination

Die Alleldiskrimination wurde als RT-PCR auf 38&ll Platten mit folgendem Ansatz
durchgefuhrt:
e 1 ul DNA-Template
e 2,5 ul 2 x TagMan Universal PCR Master Mix, No Amage UNG (Applied
Biosystems)
0,1 ul 20 x TagMan SNP Genotyping Assays (Appliedsigstems; 1 x TE-Puffer;
Primerkonzentration 18 pmol/ul; Sondenkonzentraipivl)
e 1,4 pl BO-Lichrosolv
Die verwendeten Geréte zur Fluoreszenzmessung iendahditionen der PCR entsprachen
denen der quantitativen fluorogenen RT-PCR (v@§.15.).
Nach der PCR-Amplifikation erfolgte eine Endpunigi@sung der 384ell Platte, in welcher
die SDS-Software die Fluoreszenzmessungen umreciuedthe wahrend der 40 Zyklen
durchgefuhrt wurden, und als graphische Darstelauggibt, auf welcher die drei mdglichen
Allelkombinationen als Cluster zu erkennen sind sondit jeder Probe zugeordnet werden
kénnen (Abbildung 11). Mit dieser Methode wurdere &NPs rs10999614, rs7082886,
rs5909, rs17562686 und HMGCR 1 analysiert.
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Abbildung 11: Beispiel der SNP-Alleldiskriminationm einem ABI Prism 7900 HT Sequence Detector (Aqupli
Biosystems) mittels SDS-Software fir den SNP rs8882in einem Teil der CARLA-Kohorte. Die rote
Punktwolke stellt Trager mit homozygotem Wildtyghll(T/T) dar, grine Punkte bilden heterozygote
Merkmalstrager ab, blau dargestellt sind Probamdieéinomozygoter Mutante (C/C) fur den SNP.
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2.4. HMG-CoA-Reduktase Enzymaktivitdtsassay

2.4.1. Probenaufbereitung von humanem Lebergewebe

Da bereits bei der RNA-Isolation aus humanen Lelodgn deutliche Schwankungen
beziglich der Qualitat zwischen den einzelnen Thancauffielen, verwendete man fur die
Aktivitatsunteruntersuchung der HMG-CoA-Reduktasissehlief3lich solche Proben, deren
RNA-Degradation nur gering war. Insgesamt wahlte rmas den vorhandenen Leberproben
48 Gewebsproben und isolierte aus jeweils ca. 40 knmygkonserviertem Lebergewebe
Aliquote zur weiteren biochemischen Untersuchungs DVeiteren wurden zwei murine
Lebern zur Assayetablierung unmittelbar nach detn&mme kryokonserviert und im
Folgenden wie humane Leberproben behandelt. Digqudte wurden derart aufgearbeitet,
dass sie angereicherte Mikrosomenfraktionen ohn®say enthielten, da nachgewiesen
werden konnte, dass zytosolische Enzyme, welche HM& spalten, zu einer
Substratdepletion wahrend des Enzymaktivitatsas§ayeen konnen und die spezifische
HMG-CoA-Reduktase-Aktivitat somit im Experiment wwverlassig bestimmt wird (Young &
Berger 1981). Die Mikrosomenisolierung aus Lebdpprolief wie folgt ab (Heinemann &
Ozols 1998):

1. Aufschluss von ca. 40 mg kryokonserviertem Gewelie2/@ mm Keramikkugeln im

Precellys24 (bertin technologies) fur 30 s bei®QImin in 600 ul Gewebepuffer
(100 mM Tris-Base, pH 7,5; 100 mM KCI, 2 mM EDTASOnM DTT)

2. Uberfihrung der Gewebesuspension in ein neueslestefiube und sequentielle
Zentrifugation des jeweiligen Uberstandes in d@hriiten
Abzentrifugation von Membranbestandteilen und Nuikesi 600 g flr 5 min
Abzentrifugation der mitochodrialen Fraktion beD00 g fir 20 min
Abzentrifugation des Zytosols bei 170000 g fur 96 m
Resuspendierung des mikrosomalen Pellets in 400 Gewebepuffer und

o g bk~ w

darauffolgender Lagerung bei -80°C nach erfolgtiéguetierung

2.4.2. Probenaufbereitung von peripheren mononukle@n Zellen humanen Blutes

Dem Hauptexperiment vorausgehend erfolgten zunaokbtrere Testlaufe mit jeweils zwel
PBMC-Proben zur Uberprifung der Validitat der gememen Ergebnisse. Zum einen wurde

gepruft, wie viele Vacutainer CPT pro Proband notivg waren, um sowohl stabile
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Proteinkonzentrationen im Zielbereich von 50-200dhgls auch stabile Aktivitatsangaben
fur eine definierte Probe zu erhalten. Zum andevaren verschiedene Modifikationen im
Protokoll — vor allem bei der Zusammensetzung demakBonsgemisches und der
Probenvolumina — auf Reliabilitat zu prufen. Nadifolgreicher Etablierung wurden die
Proben fiir das Hauptexperiment nach einem streRgetokoll innerhalb von drei Wochen
gewonnen und aufgearbeitet, um lange Lagerungszeite80°C-Kuhlschrank zu vermeiden.
Die Auswahl der Probanden war randomisiert. DiddPefiz lag auf der Rekrutierung nicht
nichterner Probanden ohne Statinmedikation.
Unmittelbar nach Gewinnung von PBMCs und deren filibeung in 1 ml TEDK-Puffer (vgl.
2.2.2.) erfolgte noch am Tag der Blutentnahme aiesed Zellen die Isolation der
Mikrosomenfraktionen nach folgendem Protokoll (Maod et al. 1984):
1. Aufschluss der Zellsuspension mit 1,4 mm Keramildingm Precellys24 fur 2 x 20
s bei 6500 U/min mit Zwischenlagerung auf Eis fimis
2. Uberfuihrung der Zellsuspension in ein neues sgefllebe und Zentrifugation bei
2000 g fur 10 min
3. Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Tube enttifligation bei 170000 g fiir
90 min
4. Resuspendierung des mikrosomalen Pellets in 180 TEDK-Puffer und

darauffolgende Lagerung bei -80°C nach erfolgtegudtierung

2.4.3. Proteinkonzentrationsbestimmung

Da es zwischen den Proben wahrend der Isolieruniyldkeosomenfraktion zu Unterschieden
bezuglich der Effizienz der einzelnen Arbeitssecerkommen konnte, wurde die gemessene
Enzymaktivitat auf die Gesamtproteinkonzentratiom lsolat normalisiert. So weit nicht
anders erwéhnt, wurde der Mittelwert von vier Kameationsbestimmungen berechnet und
fur die weitere Kalkulation verwendet. Die Bestimmguder Proteinkonzentration beruhte auf
der Verwendung von Bicinchoninsaure (BCA) (Smithakt1985). Zunachst wurden mittels
der Biuretreaktion Cli-lonen durch geldste Proteine komplexiert und ikaigchen Medium

zu Cu-lonen reduziert. Ein Culon bildet daraufhin mit zwei Molekiilen BCA ein &ht
und fuhrt zu einem purpurnen Farbumschlag, welcherseiner Intensitat mit der
Proteinkonzentration korreliert. Hierfir benutztenmden auf dieser Methode basierenden
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific Pierceanitliche Konzentrationsbestimmungen

wurden in 96well Mikrotiterplatten unter Verwendung einer Standardie nach Angaben
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des Herstellers durchgefiuhrt. Alle Proben wurdent MaCl verdinnt, so dass alle
chelatbildenden und reduzierenden Puffersubstamremhalb der vom Hersteller tolerierten
Konzentrationsbereiche lagen. Die Auslesung deburaschlages der Reaktion geschah auf
einem Tecan SPECTRA Fluor mit der Tecan Magell&ofBware bei 562 nm.

2.4.4. Aktivitatsassay

Zur Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat ldbtG-CoA-Reduktase wurden je Probe
zwei Aliquots (A und B) & 50 pl 15 min bei 37°C urein Aliquot (L) als

Leerwertbestimmung bei 95°C im Thermomixer vorinkubund danach durch Zugabe von
je 50 pl Reaktionsmedium (Tabelle 12) bei 37°Cifilir zur Reaktion gebracht. Als NADPH-
Regenerator wurde die Umwandlung von Glukose-6-4ptetszu 6-Phosphogluconolacton

verwendet, so dass schlief3lich die in Abbildungla®estellte Reaktionsschleife ablief.

Tabelle 12: Zusammenstellung des Reaktionsmediums fur den HM&-Reduktase-

Aktivitatsassay mit Angabe des verwendeten humaedtyp.

Volumen des gesamten 100 pl

Reaktionsgemisches

Proteinmenge 50 - 200 mg

Reaktionsmedium fir 100 mM Tris-Base, pH 7,5;

Lebermikrosomen 5 mM Dithiotreitol (Sigma) ; 3 mM NADP (Roche);

(Walli & Seidel 1984) 22 mM Glukose-6-Phosphat (Sigma);

5 U Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Roche);

0,03 pCi [3}*C]-HMG-CoA (59 mCi/mmol, GE Healtcare)
5,5 nM HMG-CoA (Sigma)

REELU NN [N R{SI@ =\ [@ 50 mM Tris-HCI, pH 7,5;

WISl N(nleleliir4SlgMgEld 5 mM Dithiotreitol (Sigma); 3 mM NADP (Roche);
Harwood el al. 1984) 22 mM Glukose-6-Phosphat (Sigma);

5 U Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Roche);

25 mM EDTA (Sigma);

0,04 pCi [3**C]-HMG-CoA (59 mCi/mmol, GE Healtcare)
5,5 nM HMG-CoA (Sigma)
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Gluc-6-P-DH |
2 Glucose-6-Phosphat / \' 6-Phosphogluconolacton
/ ™
2 NADP 2 NADPH
It s
Mevalonat \ HMG-CoA
HMG-CoA-Red.

Abbildung 12: Biochemischer Reaktionsablauf im HMIBA-Reduktase-Aktivitdtsassay. In einer Hilfsreafti
werden durch die Umwandlung von zwei Molekilen @ke&s6-Phosphat zu 6-Phosphogluconolacton mittels de
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase zwei Molekiile NABReugt, welche als Co-Faktor fiir die Bildung von

einem Molekul Mevalonat aus HMG-CoA benétigt werden

Nach 1 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 3&arlversionspuffer gestoppt und das
Gesamtvolumen noch einmal fur 20 min bei 37°C indxib 30 pl Konversionspuffer
enthielten als internen Standard (Brown, Dana & dSw@lin 1974) 0,04uCi [&H]-
Mevalonolakton (29,1 Ci/mmol in Ethanol, Sigma) i@ M HCI, welche neu synthetisiertes

Mevalonat in Mevalonolakton umwandelte.

2.4.5. Anionenaustausch-Saulenchromatographie

Zur  Auftrennung  von !C-HMG-CoA und ¥C-Mevalonolakton  wurden
Anionenaustauschsaulen verwendet, da dieses Verfalweniger radioaktives Material
bendtigt und einfacher zu handhaben ist als didefrimeist verwendete Dunnschicht-
Siliziumchromatographie (Ong, Khor & Tan 1991). NatO minutiger Zentrifugation bei
12000 g bei 4°C wurden 50 pl des 130 pl umfassefdmamtvolumens (vgl. 2.4.4.) auf eine
0,5 x 5 cm mit Aqua dest. equilibrierte Saule Ampaustauschharz (Bio-Rex 5, Chlorid-
Form, 100-200 um TrockensiebgroRe, Bio-Rad) gegebdndann mit 2 ml Aqua dest. in ein
SzintillationsgefaR, genannt ,nach Saule* (nS)jetu/Alberts et al. 1980)-“C-HMG-CoA
wurde gegen Chlorid-lonen ausgetauscht und akkemeliin der Saule, wahrentC-
Mevalonolakton die Saule passierte. Weitere 50gskdlben Probenaliquots und 2 ml Aqua
dest. wurden direkt in ein zweites Szintillationfédee genannt ,vor Saule* (vS), gegeben
(Abbildung 13).
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1 h Inkubation Zugabe von 30 pl

Ny — >
von 100 pl bei 37°C

Konversionspuffer

30 pl aw e bdule:
L] 50 pl auf die Saul
B “C-HMG-CoA ™ Probe nS
T4 o B .
B “C-Mevalonat 0 - E 0 ul diekt in das
L GefiB: Probe vS
[ *C-Mevalonolacton ) 0 ® € robe v
O
@ *H-Mevalonolacton
)
mE
|

Probe vS

Probe nS

Zur Szintillationsmessung

Abbildung 13: Schematische Abfolge der Aktivititesseng. Die HMG-CoA-Reduktase bildet Mevalonat
(blauer Kasten) aus HMG-CoA (roter Kasten), welcheshfolgend durch HCI zu Mevalonolacton (griner
Kasten) umgewandelt wird. Mevalonolacton passiedf3tenteils die Anionenaustauchsaule, wahrend HMG-
CoA in der Saule verbleibt. Hinzugefiigtes®-Mevalonolakton (griiner Kreis) dient zur Bestimmguder
recovery einer jeden Saule. Das Verhdltnis der Symbolenauneler als auch das Verhaltnis der Symbole
zwischen Schritt 3 und 4 entspricht nicht den @iBéhen experimentellen Bedingungen. Die Symbaémeh

ausschlieRlich der Veranschaulichung. Weitere Hirezen und Abkirzungen siehe Text.

2.4.6. Bestimmung des enzymatischen Stoffumsatzegteis Szintillationsmessung

Nach Herstellung der sechs jeweils 2,05 ml Messwuelu beinhaltenden Szintilliationsgefalie
pro Leber-/PBMC-Probe wurde jeweils 10 ml UltimalB8 XR-Szintillationsflissigkeit
(PerkinElmer) hinzugegeben und auf Grundlage derNoakes (Noakes, Kim & Stipp 1965)
etablierten Methode untersucht. Im Speziellen wurdeder vorliegenden Arbeit die fur
schwachef-Strahlung besonders geeignete Flissigszintillationeinem TriCarb Fllssig-
Szintillationsspektrometer (PerkinElmer) verwendéin den instabilen Isotopefl und *4C
wird B-Strahlung emittiert, welche den Flissigszintiltatanregt und zur Abgabe von

Lichtblitzen fihrt. Diese Lichtblitze werden durakinen Photomultiplier in elektrische
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Impulse umgewandelt und einer Zahlanordnung zugefi#ufgrund der unterschiedlichen
Energie der ausgesendefeifeilchen von 19 keV fiitH und 156 keV firt‘C ist es moglich,
die Aktivitat beider Radionuklide simultan zu mas$Abbildung 14).

T Tritium Carbon
Relative
Anzahl
von
Zerfillen
; 1
19 156

kinetische Energie in keV

Abbildung 14: Energiespektren frTeilchen der Radionukleotid® und*‘C. Die x-Achse ist logarithmisch
dargestellt.

Mittels der Software QuantaSmatt (PerkinElmer) und mitgelieferter Standardprobemdeu
das Geréat vor einer Messreihe kontrolliert, dieseftenden Spektren nach 3 min Messzeit
analysiert und die Lichtblitze pro Minute (Abkirzuncpm) dem>H- und “C-Isotop
zugeordnet und nach Bericksichtigung der Kalibrath Zerfalle pro Minute (Abklrzung:
dpm) umgerechnet.

Der Quotient aus®H dpm,nS“] und fH dpm,vS“] eines jeden Probenaliquots diente zur
spezifischen Bestimmung des eluierten Anteils degl5Volumen in jeder Sauledgcovery.

Damit lieR sich dann défC dpm-Wert des Probenaliquots berechnen:

4 Cdpm ng % 3H dpr ve
3’Hdpn( ng

14 Capm( Aliquot) =

Daraufhin ermittelte man défiC dpm—Wert einer humanen Probe, welcher stellericefiir
die spezifische Enzymaktivitat dieser Probe stand:

YCapn( P) = HCaprl A) + 14Cdp”2( B —2x *Capr L)
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Um  Vergleichbarkeit zwischen den Proben zu wahremurde auf die
Gesamtproteinkonzentration oder bei PBMCs auchdaufiZellzahl der Probe normalisiert,
welche aufgrund des simultan abgenommenen masighiri@ifferentialblutbildes eines jeden

LE-Heart-Probanden leicht berechnet werden konnte:

100 mg/dl
Proteinkonzentration in mg/

50x 16
Zellzahl in 16

MCdp"( Fl)'lorm) = 14Cdpr6 F) X
14Cdpn( Fl)norm) = 14Cdprﬁ B e

Daraus wurde schlie3lich die spezifische Enzyméktiyoro mg Gesamtprotein bzw. pro

1.000.000 Zellen nach folgender Formel ermittelt:

14Cde( |::lorm)
0,05 ml x 0,05 m

0,13 ml

UCaon( P )/ 50% 10

F x60 min xIx 16 »2:0° M 0,05 m
0,13 ml

spezifische Aktivitat (pmol x my x mih 3

F x60 min x 1mg/m

spezifische Aktivitat (pmol x mih ¥

F = Faktor fur dpm pro umgesetztes pmol HMG-CoA
(Leber: 10,933 dpm/pmol, PBMC: 13,974 dpm/pmol)

2.5. Sterolmessung

2.5.1. Konzentrationsbestimmung von Sterolen mittelLC-MS/MS

Fur die Bestimmung von Lanosterol, freiem und vemtsn Cholesterin — sowie von freiem
und veresterten Desmosterol in der LE-Heart-Kohorte wurde die mit einer
Flissigchromatographie gekoppelte Tandemmassemspektie (LC-MS/MS) verwendet,
welche eine APPI- (dt.: Atmophéarendruck Photoicisg lonenquelle enthielt (Robb,
Covey & Bruins 2000). Dieses Verfahren wurde am IL®lpzig zunachst fur die Messung
von Phytosterolen etabliert (Lembcke et al. 200&y@ser et al. 2010) und nachfolgend auch
fur die Metabolite Lanosterol und Desmosterol anayait.

Samtliche Proben wurden als Ansétze zu je 60 Prob@&rKontrollen und 8 Kalibratoren
zusammengestellt. Die Probenaufbereitung je Argedzhah nach vorgebenem Protokoll:
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1. Herstellung der Internen Standard-Gebrauchslésung
* 50 ml 1:1 Methanol/Isopropanol (Merck, LiChrosolv)
e 100 pl Interner Standard €Phytosterole (1g/l Isopropanol)
e 100 pl Interner Standarg €Cholesterin (100 mg/l Isopropanol)
2. Herstellung der Eichkurven
» Sterolkalibratoren (C1l: 0,1 mg/l; C2: 0,5 mg/l; C3:mg/l; C4: 10 mg/l in
Isopropanol)
* Cholesterinkalibratoren (CC001: 10 mg/l; CC1: 10§/lmCC2: 500 mg/l; CC3:
2000 mg/l in Isopropanol)
3. Vorlegen von 490 pl Interner Standard-Gebrauchsigsn sterile 1,5 ml Eppendorf-
Gefalle und Zugabe von 10 ul Probe, Kalibrator ikamtrolle
4. mindestens 1 Minute Vortexen, daraufhin Zentrifigabei 13000 g fir 10 min
5. Abpippetieren des Uberstandes in Autosampler-\({Mlgom, 2 ml Gewindeflasche)

und Lagerung bei -40°C

Die Messung eines Ansatzes wurde dann gemald dekedtm Protokolls durchgefihrt.
Mittels eines 200er Autosamplers mit integriertemkidpumpensystem (Perkin-Elmer)
wurden von jedem Uberstand 25 pl abgenommen undetisterten Sterole von den nicht
veresterten mittels HochdruckflissigchromatogragHieLC, Chromolith SpeedRod RP-18e,
Merck) unter Verwendung eines Losungsmittelgradientvon 3:1 Methanol/4® und
Isopropanol getrennt. Die HPLC-Bedingungen waree ¥algt: konstante Flussrate 600
pl/min, 40°C, Aquilibrierung mit 3:1 Methanol/Wassg min, linearer Gradient zu 100%
Isopropanol 1 minsteady statel00% Isopropanol 3,5 min. Unter diesen Bedingungen
betrugen die Retentionszeiten 4,17 min fur freier@e bzw. 4,94 min fur die Ester. Die
nachfolgende Photoionisation und massenspektrasubéaiAnalyse erfolgte in einem MDS
SCIEX API 3000 Tripel-Quadrupol Massenspektrometar Applied Biosystems. Im ersten
Quadrupol wurde das Masse-Ladungs-Verhaltnis (méx) kompletten Sterolmolekilionen
bestimmt, im dritten dann das Verhéltnis eines F@agtes nachdem das Molekil im zweiten
Quadrupol durch Kollision mit Stickstoff aufgesltvurde (Abbildung 15). Dadurch erhielt
man fir jedes Sterol spezifische Massentransitiodernrespondierende Ester der jeweiligen
Sterole, welche in der HPLC separiert worden warkonnten durch die gleiche
Massentransition bestimmt werden, da die Photoatiniz zur Spaltung der Esterbindung
fuhrte.
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Triple - Quadrupole - MS

o ] b G
TS ) | | G
A ] 2

1. Quadrupol 2. Quadrupol 3. Quadrupol
Kollisionszelle

Abbildung 15: Schematische Anordnung eines Triplexfyupole-MS. Die lonen gelangen von links in den
ersten Quadrupol, welcher fur die Bestimmung dessddd adung-Verhaltnis (m/z) der kompletten
Sterolmolekille verwendet wird. Um eine hdhere Siitsit zu erhalten, werden diese Molekile im zemrit

Quadrupol mit Stickstoff beschossen und im drit@umadrupol das Masse-Ladungs-Verhaltnis der Fragmnent

bestimmt (Bestimmung der spezifischen Massentiangit

2.5.2. Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Softwagkealyst 1.4.1." (Applied Biosystems).
Dabei wurden die jeweiligen Konzentrationen derzeinen Sterole als Flachenintegrale tGber
die Zeit ermittelt und ins Verhaltnis mit der Fl&ctles Internen Standards gesetzt (Lembcke
et al. 2005). Nach Auswertung der Daten wurdenkdiazentrationen aller Sterole anhand
der mitgeflhrten Kontrollen tberprift und die Eighken des Ansatzes ggf. adjustiert um

Vergleichbarkeit zwischen den Anséatzen zu wahren.
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2.6. Materialien, Reagenzien und Statistik

2.6.1. Laborchemikalien, Reagenzien

Agarose

Ampicillin

Ampli Taq Gold 5 U pl
Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt
Bacto Trypton

BCA Protein Assay Kit
3700 Big Dye v 3.0

Bio-Rex 5 Resin 100-200 mesh chloride form

5-Brom-4-chlor-3-indolylg-D-
galactopyranosid (X-Gal)
Bromphenolblau

d; -Cholesterol

2’-Desoxynucleosid-5'-triphosphate
(dNTPs) 100 mM
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DMSO (Dimethyl Sulphoxide)

DNA Gel Extraction Kit

DTT (Dithiothreitol) 0,1 M

PBS Dulbecco, w/o G4 Mg** low endotoxin
Eco R1 mit Eco R1 Puffer

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethidiumbromid 1%

FastPlasmid Mini®

FIREPoI® DNA Polymerase |

First Strand Buffer
Glucose-6-Phosphat
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
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Gibco BRL, Berlin
Gibco BRL, Berlin
Applied Biosystems, Fos@aty, USA
DIFCO, Sparks, USA
DIFCO, Sparks, USA
DIFCO, Sparks, USA
Thermo Scientific, RockfotdSA
Applied Biosystems, Fostay GQJSA
Bio-Rddrcules, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Cambridge Isotope Laboratories
Andover, USA
Promega, MadjJSA

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Millipore Corporation, Berica, USA
Sigma, Deisenhofen
Biochrom AG, Berlin
New England Biolabs IBzyerly, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisétho
Serva, Miunchen
Eppendorf, Hamburg
Solis Biodyne, Tartutl&sd
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roche Diagndstazsheim

Inc.,
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Glycerol Gelatine

Harnstoff

Invisorb Spin Blood Maxi Kit
Isopropanol
Isopropyl$-D-thiogalaktopyranosid
(IPTG)
3-Hydroxy-3-methyl-3-glutaryl
Coenzym A
3-Hydroxy-3-methyl[3*C]glutaryl
Coenzym A 10 uCi
Kéalberserumalbumin
Kaliumchlorid

LiChrosolv Wasser
Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid

Methanol

Mevalonolakton

[5-*H] Mevalonolakton 250 uCi
Molecular Weight Marker X
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydroxid

One Shot@E. Coli

PCR Puffer 10 x

PCR-Puffer 10 x

ds -Phytosterole

Plasmid Maxi Kit

Proteinase K, recombinant
Qiagen Blood Kit

Random Hexamer Primer
Recombinant RNAsin

RPMI 1640 Medium

Sarcosyl

Superscript Il Reverse Transkriptase

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitek, Berlin
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Amersham, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK

New England Biolabs Inc., BeyddSA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics, Mannheim
Solis Biodyne, Tartu, Estland
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, St. isuUSA
Roche Diagnostics, Mhaim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, USA
Roche Diagnostics, Mannheim

Solis Biodyne, Tartu, Estland

Medical Isotopes Inc., Pelhai®AU

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics,ifiaim
Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Manmmhe
Promega, Madison, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Invitrodéar|sruhe
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Tag DNA Polymerase

TOPO TA Cloning Kit “pCR@II-TOPO®”
Tris Hydrochlorid

Tris Ultra pure Base

TRIzol Reagent

ULTIMA Gold XR

Xhol mit NEBuffer 2

Xylen-Cyanol

2.6.2. Laborgerate

ABI 7900HT Sequence Detection System
Agarose Gelelektrophoresesystem
Analysenwaage MC1 Analytic AC 120 S
Autoklav Typ 24

Autoklav 5075

Autosampler mit Mikropumpensystem
Brutschrank, Modell 300

Cordless Tube Topper

Electrophoresis Power Supply 301

Electrophoresis Power Supply 601

Flissig-Szintillationsspektrometer TriCarb®

Gefrierschrank Hera freeze HFU 586 Top
Gefrierschrank Biomedical Freezer -40°C
HPLC, Chromolith SpeedRod RP-18e
Massenspektrometer MDS SCIEX

API1 3000 Tripel-Quadrupol

Micromat

Mikrotiterplattenlesergerat SPECTRA Fluor

Multifuge 3 S-R
NanoDrop-Spektrophotometer

Picofuge
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Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Carlsbad, USA
ICN Biomedicals, Inc., AurordSA
ICN Biomedicals, Inc., Awa, USA
Invitrogen, Karlsruhe
PerkinElmer, Waltham, USA
New England Biolabs Inc.e®Berly, USA

Sigma, Deisenhofen

Applied Bstsms, Foster City, USA
OWL Scientifec, Woburn, USA
Sartoriustti@gen
Melag Medizintechnik, Berlin
ELV Tuttnauer, Breda (NL)
PerkinElmer, tWain, USA
Memmert, Schwabach
Beckmann, Krefeld
Amersham Phaan&sotech, Piscata-
way, USA
Amersham Phaan&totech, Piscata-
way, USA
Paidmer, Waltham, USA
Kendro gesrselbold
Sanyo, Siago, USA
Merck, Darmstadt
Applied Biosystdroster City, USA

AEG, Frankfurt am Main
TECANaihedorf, Schweiz

Heraus Instruments, Hanau
Kisker, Steinfurt

Stratagene, La Jolla, USA
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Pipetus® akku

Pipette Eppendorf reference
Pipette Eppendorf Research pro
Polytron PT 1300 D
Pipettierroboter Genesis RSP 150
Schiittler Orbital Shaker
Sterilwerkbank HeraSafe
Thermomixer 5436

Thermomixer compact/comfort
Tischschuttler MTS 2/4 digital
Tischzentrifuge 5415 C
Tischzentrifuge 5415 D
Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700
Ultrazentrifuge Optima LE-80K
Ultrazentrifugationsrotor Typ 70 Ti
UV-Kammer

UV-Licht Platte, TFP-20M

Vortex Genie 2

Zell- und Gewebshomogenisator precellys
24 lysis & homogenization

Zentrifuge 1-15 K

Zentrifuge 2-6 E

Zentrifuge Mikro 22 R

2.6.3. Verbrauchsmaterialien
ABI Prism 384well Optical Reaction Plate
ABI Prism Optical Adhesive Covers

Blutabnahmerdhrchen Vacutainer® CPT

Blutabnahmerohrchen Citrat-Monovette

Blutabnahmerdhrchen EDTA-Monovette

Blutabnahmeréhrchen S-Monovette Serum-Gel
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Hirschmann Laborgeréte, Ebetrstad
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kinematica AG, Littau-Luzag6chweiz
TECAN, Manre&mhweiz
Forma Scientific Idarietta, USA
Heraus Instruments, Hana
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
IKA Werke GmbHta8fen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Applied Yitens, Foster City, USA
Beckmann, Krefeld

Beckmann effld

MWG-Biotech, Miinchen

Vilber Lourmat, Marne laVallee,
Frankreich

Bender & Hobein AG, Zirich, Sehav
berthnielogies, Montigny le

Bretonneux, Frankreich

Sigma, Osterode am Harz

Sigma, Osterode am Harz

Hettich Zentrifugen, Tutyen

Applied Biosystems, Fo€ligy, USA
Applied Biossis, Foster City, USA
Becton, Dm#m and
Franklin Lakes, USA
Sarstedt, bligcht
Sarstedt, Ni@cior
Sardtgnhbrecht

Company,
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Eppendorfgefald 1,5 und 2,0 ml
Eppendorf PCR Tubes
Erlenmeierkolben

Gefale Flussigszintillation 20ml
GeneChifl Mapping 500K Array Set
Glaskapillaren
Glas-Pasteurpipetten 150mm
Handschuhe peha-soft
Kryoréhrchen 2ml

Mikrotiterplatte 96well

Pipettenspitzen 10, 100, 200, 1000 pl
Pipettenspitzen 2, 5, 10, 25 ml
Polystyrolréhrchen 15 und 50 ml
Quick-Seal Centrifuge Tubes 16 x 77 mm
Transferpipette 6ml

Watte

Wattestabchen

2.6.4. Statistik

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Schott, Mainz
Wheaton Millgi{lNew Jersey, USA)
Affymetrix, Santa Clad6A
Hirschmann Laborgeréte, ebdtsta
VWR Internationals¥/Ghester, USA
Paul Hartmann AG, Heidemhei
Nalgene, Rochester, USA
Electron LED
Langenselbold
SarstedniMécht
Sarstedt, Nuotiire
Sarstedt, Numiirec
Beckmatrungents, Palo Alto, USA
Sarstedt, Nimbrecht
Rauscher-L6Rnitztal GmbH Oederan

Thermo GmbH,

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Statistische Auswertungen des SNP-Genotyping im nieah der GWA und der
Untersuchungen von Genexpressionen in der LE-Healnbrte erfolgten durch Herrn Dr.
Markus Scholz am IMISE der Medizinischen Fakultéipzig.

Das GraphPad Prism Programm (Version 4.0c) dieete sthtistischen Auswertung von
Experimenten mit humanen Leberproben und von PBM@Geften n < 100 im Rahmen der
Enzymaktivitatsuntersuchung sowie der Untersuchdeg mRNA-Stabilitat des HMGCR-
Gens. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dé€aimogorov-Smirnov Test geprift.
Mittelwertdifferenzen von normalverteilten Daten nden mit dem t-Test bzw. fir
nichtnormalverteilte Daten mit dem Mann-Whitney ©sT geprift. Der Kruskal-Wallis Test
(kombiniert mit Dunn’s Multiple Comparison Testledie der statistischen Analyse kleinerer

Fall- bzw. Probenzahlen beim gleichzeitigen Verdieion > 2 Testgruppen.
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3. Ergebnisse

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine dreigf@eif genomweite Assoziationsstudie
durchgefuhrt, um genetische Faktoren zu identifezie welche die humane endogene
Cholesterinbiosynthese beeinflussen. In der erStrde (KORA-S3/F3-Kohorte) wurden
zunadchst Genpolymorphismen in einer Kohorte vorb1@fbanden der Normalbevélkerung
genomweit auf Assoziationen mit Serumspiegeln vandsterol und Cholesterin tberpruft.
Nachfolgend wurden die Assoziationen von SNPs,imider Stufe 1 das Signifikanzniveau
von p < 3,16 x 18 (—log p > 4,5) erreichten, in einer zweiten (KOBA/F3-Kohorte) und
dritten (CARLA-Kohorte) unabhangigen Kohorte geprifittels eines SNRne mappingn
der CARLA-Kohorte wurde ein Genlocus mit signifikan Assoziation auf mdogliche
funktionelle SNPs untersucht. Zwei weitere unabigsdiohorten (LE-Heart-Kohorte und
humane Leberproben aus dem Institut fur Patholatiex)ten zum einen der Prifung des
mapping und zum anderen der weiterfihrenden funktionellelmtersuchung auf

Genexpressions- und Proteinfunktionsebene (AbbgdL6).

KORA-S3/F3-Kohorte: n = 1495 Institut fiir Pathologie, humane Leberproben:
GWA in 490.032 SNPs fir rog:
Serumlanosterol und -cholesterin Priifung der SNPs aus dem fine mapping des
45 signifikante SNPs HMGCR-Locus in iler CARLA-Kohorte
(n=98)
> Expressionsstudien des HMGCR-Gens,
v Testlidufe fiir die LE-Heart-Kohorte (n= 98)
KORA-S3/F3-Kohorte: n= 1157 DNA-Sequenzierung der HMGCR-

Prifung von 41 SNPs mit Signifikanz fiir Promotoreesion (n.=6)

Serumlanosterol und/oder -cholesterin Enzymatische Untersuchungen der HMG-
CoA-Reduktase (n=48)

Validierung von 8 SNPs

l LE-Heart-Kohorte: n= 1895
CARLA-Kohorte: n= 1760 :
i ity Priifung der SNPs aus dem fine mapping des
Priifung von 8 SNPs in einer weiteren HMGCR-Locus in der CARLA-Kohorte
Kohorte nach erfolgreicher Validierung (n=1895)
Replikation des SNP rs7703051 im »  Expressionsstudien des HMGCR-Gens in
HMGCR-Locus PBMCs (n=1140)
Fine mapping des HMGCR-Locus mittels Enzymatische Untersuchungen der HMG-
weitere SNPs CoA-Reduktase in PBMCs (n = 55)

Abbildung 16: Abfolge der experimentellen Untersuiegen in der hier vorliegenden Arbeit, Ergebnisse u
Abkirzungen siehe Text.
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Lanosterol stellt einen essentiellen Prakursor @eslesterins dar (vgl. 1.1.1.) und gilt als
valider Marker der Cholesterinbiosynthese (Classhbet al. 2005). Cholesterin wurde
ausgewahlt, weil es ein Stoffwechselendprodukttddirsind dessen Konzentration nicht nur
durch die Synthese- sondern auch durch die Elimoinstate bestimmt wird. AuRerdem stellt
Cholesterin einen eigenstandigen Risikofaktor fiér Entwicklung einer KHK dar und geht
u.a. in die Berechnung des 10-Jahres-Risiko ei#K knittels Framingham Risk Score ein
(Expert Panel on Detection 2001).

3.1. Mehrstufige genomweite Assoziationsstudie dé€holesterinbiosynthese

3.1.1. Stufe 1 — GWA in der KORA-S3/F3-Kohorte

In Stufe 1 wurde eine genomweite Untersuchung VRsSin 1495 Probanden der KORA-
S3/F3-Kohorte durchgefihrt. Es wurden in allen Braten 490.032 SNPs mit dem GeneChip
Mapping 500K Array Set (Affymetrix) untersucht. Nad®urchfihrung einer stringenten
Qualitatskontrolle aller SNPs (Einschlusskriterieall rate > 95%, Frequenz des selteneren
Allels > 1%, p-Wert HWE-Test 10°) wurden 390.130 SNPs nach Adjustierung auf Alter,
Geschlecht und Statineinnahme eines jeden Probamdéolgenden sechs Modellen auf
Assoziationen zwischen Genotyp und Phanotyp tGbfrpru
* Additives Vererbungsmodell: Serumlanosterol (Abbiig 17)
Serumcholesterin (Abbildung 18)
Serumlanosterol normalisiert auf Cholesterin
* Rezessives Vererbungsmodell: Serumlanosterol
Serumcholesterin

Serumlanosterol normalisiert auf Cholesterin
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Abbildung 17: Signifikanzniveaus der genomweiters@dgationen von 390.130 SNPs mit
Serumlanosterol im additiven Modell (KORA-S3/F3954Probanden).
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Abbildung 18: Signifikanzniveaus der genomweitersdgationen von 390.130 SNPs mit
Serumcholesterin im additiven Modell (KORA-S3/F39% Probanden).
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Tabelle 13:SNPs der GWA in der Stufe 1 (n = 1495) zur weitérahdierung in Stufe 2.

additives Modell rezessives Modell

SNP ID chr base hwe call maf aa ab bb la ch la/ch la ch la/ch
rs7516564 68.748.123 0,2 0,998 0,448 506 800 335 - 15 4.4 5 1,3 4.3
rs6424669 80.190.866 1,1 0,986 0,042 1486 135 O 1,3 4,7 0,1 1,3 4,7 0,1
rs1330400 104.637.526 3 0,992 0,033 1529 96 6 0,2 1 0
rs10494007 104.638.7280,3 0,991 0,048 1478 146 5 0,2 1,5 0,1

rs6128 169.562.904 0,6 0,974 0,148 1157 415 29 oY 4 0 1 4,6 0
rs1431140 190.929.0030,5 0,957 0,084 1316 249 8 2 41 0,6 1,8 46 0,4
rs10753470 224.656.2160,2 0,991 0,072 1402 220 0 3,8 02 49
rs16984718 18.509.254 0,3 0,988 0,018 1564 60 O 11 44 11 44
rs1528804 51.734.676 06 0,985 0,173 1102 475 42 4,5 0,7 472 3,7 0,4 3,7

rs777491 126.164.7820,1 0,998 0,032 1537 101 2 4.6 0,9 4,2 4.9 1 4.3
rs17009317 85.769.856 0,3 0,993 0,327 745 708 180 4.8 0,5 4,8 4.3 0,7 4

1
1
1
1
1
1
1
2
2
3
4
5
rs889310 5 55.965.167 0 1 0,43 533 808 303
5
5
5
6
6
6
6
6
8
8
9
9

rs6451824 45.841.630 19 0954 0087 1299 265 4 1 0o 11 5 0
08 o5 [BEl o4
rs918623 74596.682 06 0969 0,247 895 609 89 29 36 41 21 28
rs7703051 74625487 04 0999 0381 621 790 231 05 41 02 45
rs17562686 74668589 04 0993 0096 1336 279 18 38 34 42 42
r$2294309 27.483816 05 0981 0374 623 775 215 2 1 15 46 16 06
rs236486 36.686.407 01 0995 0317 760 714 161 42 01 47 34 0 01
rs9374570 116076012 0 0,97 0301 777 673 144 1Bl o3z 1 33 o6
rs9387366 116.098.2800,2 0,998 0373 649 760 232 24 46 1 21 35 07
rs9384960 116.130.9550,4 0,996 0,356 687 735 216 1. 45 01 09 34 1
rs17075934 5929378 01 1 0263 894 635 115 3D5 47 24 03 33
rs17695653 18.526.498 04 0,999 0021 1574 68 0 47 o Il 47 o HEEH
rs17148102 134.488.5350,1 0,996 0,088 1361 264 12 1, 45 0 08 4 0
rs11243489 134.602.9560,3 0,987 0,075 1386 229 7 04 45 01 05 35 02
rs10999614 10 72.719.130 05 0999 0,116 1279 348 1 33 02 42 39 01 49
rs12257526 10 87.928.843 02 0999 015 1190 413 39 04 45 o4 o7 [l o2
[s7082886 10 125.946.1850,2 0,996 0,381 632 762 243 1, 47 01 09 34 01
152028979 11 92.652273 1,1 0971 0042 1463 134 O 33 05 48 33 05 48
rs334218 11 98.663.429 07 0,967 0031 1493 97 0 8 46 04 18 46 04
rs17607380 11 107.579.5610,1 0951 0,095 1282 267 15 1 5 0 1 48 0

rs4032492 12 30.170.897 0 099 0,439 517 804 316 4,1 01 47 3 0,2 3,9
rs3810784 12 95.147.482 06 0996 0,359 662 775 201 2,8 0,1 3,5 35 03 47
rs7799 13 41.533.052 0,2 0,999 0,285 844 661 138 8 301 46 3,6 0,2 3,9
rs17191442 15 60.800.145 0,9 0,996 0,086 1372 249 1 4,7 09 42 4,4 0,8 4
rs4261509 15 90.709.376 09 0,988 0,452 503 774 348 1,8 0,3 2,4 3,4 05 49
rs8061371 16 77.043.677 0,2 097 0,209 1000 521 73 4,3 2,9 2,7 46 34 2,8
rs747430 19 29.989.938 1 0,976 0,262 861 646 97 4,5 2,4 31 3,2 2,1 2,1
rs880108 19 44115140 0,7 0,989 0,145 1183 415 28 4,6 1.8 3,5 3,7 2 2,5
rs417699 19 49.109.415 09 0,993 0474 436 845 352 3,5 03 45 1.8 0,4 2,5
rs6029228 20 39.255.548 0,3 0,999 0,407 584 781 278 - 2,6 35 4 1,7 3

chr, Chromosom; base, Basenposition in Ensembd &0l hwe, -log(p) des Hardy-Weinberg Gleichgewicht
Test; call,call rate; maf, Minorallel-Frequenz; aa, Zahl der ProbandginHomozygotie fir das haufigere Allel;
ab, Zahl heterozygoter Probanden; bb, Zahl derdhaén mit Homozygotie fir das seltenerer Allel-lag (p)
der Assoziation fir Lanosterolserumspiegel; la/elog (p) der Assoziation fiir Lanosterolserumspiegel
normalisiert auf Cholesterin; ch, -log (p) der Agation fiir Cholesterinserumspigel. gelb: p < 00¢-log(p) >

4); rot: p < 0,00001 (-log(p) > 5); magenta: p €AM0O01 (-log(p) > 6). n = 1644 fir SNP-Qualitatsien.

Als Schwellenwert dut-off fur die Uberfiihrung eines SNPs aus Stufe 1 derAGxMr
Validierung in Stufe 2 wurde ein Signifikanzniveaon p < 3,16 x 10 (—log p > 4,5) in
mindestens einem der sechs Assoziationsmodelletdgwia keiner der untersuchten SNPs
ein genomweites Signifikanzniveau von p <'16rreichte. In der vorliegenden Studie
erfullten 45 SNPs der Stufe 1 dieses Kriterium.télst eines Taggingalgorithmus (Johnson et

al. 2001) wurden aus diesen 41 ausgewahlt (Tab8)lend in der Stufe 2 genotypisiert.
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3 Ergebnisse

3.1.2. Stufe 2 — Validierung in der KORA-S3/F3-Kohde

In der zweiten Stufe wurden 41 signifikante SNBs &tufe 1 durch das Helmholtzzentrum,
Minchen, in 1157 disjunkten Individuen der KORAJ{S3Kohorte untersucht. Die
Uberpriifung erfolgte in den gleichen sechs Asswmmiamodellen der Stufe 1 nach

entsprechender Adjustierung auf Alter, Geschleadlt Statineinnahme (Tabelle 14).

Tabelle 14:SNPs in der Stufe 2 Validierung (n = 1157).

additives Modell rezessives Modell
SNP ID chr base hwe call maf aa ab bb la ch la/clia ch la/ch
rs7516564 1 68.748.123 04 0981 0429 381 548 219 005 01 01 003 018 011
rs6424669 1 80.190.866 0,4 0979 0041 1054 88 3 020002 002 0 009 004
rs1330400 1 104.637.5260,2 0,984 0032 1077 74 O 001 008 005 001 0,805
rs10494007 1 104.638.7280,8 099 0044 1055 103 O 002 018 01 002 0161
rs6128 1 169.562.9040,3 0979 0,147 831 294 21 024 0 027 028 0 03
rs1431140 1 190.929.0030,2 0,989 0088 961 189 7 004 039 02 024 0,839
rs10753470 1 224.656.2160,3 0,991 0,087 968 180 11 016 012 024 019 90,031
rs16984718 2 18.509.254 0 0,991 0018 1118 41 0 42 0,046 024 042 046 024
rs1528804 2 51.734.676 1,2 0974 017 794 304 42 930025 083 046 001 051
777491 3 126.164.7820,2 0,984 0,038 1066 83 2 127 02 123 121 02115
rs17009317 4 85.769.856 05 0991 0,304 569 475 115 008 115 022 017 1 0,09
rs6451824 5 45841630 0,2 0977 0086 957 176 10 023 218 1,09 016 218 0093
rs889310 5 55965167 02 0,962 0449 346 548 232 029 086 003 039 062 017
rs918623 5 74596682 02 0974 0254 637 426 76 360002 042 001 004 001
[s7703051 5 74.625487 1 0989 0,395 410 581 166 093 01 114 157 013 162
rs17562686 5 74.668.589 08 0974 009 940 195 5 15001 022 021 014 031
[s2294309 6 27.483.816 0,6 0983 0367 470 517 163 039 162 002 022 104 0,06
rs236486 6 36.686.407 2 0958 0,335 476 538 107 0 05 017 002 026 0,12
19374570 6 116.076.0120,1 0991 0291 582 482 96 028 024 045 079 10,088
rs9387366 6 116.098.2800,2 0,978 0371 457 526 161 002 087 032 02 011 029
19384960 6 116.130.9550 0979 0,372 453 533 160 006 28L 061 003 14 036
rs17075934 8 5929378 02 0991 0254 649 433 78 01 008 007 015 011 011
rs17695653 8 18526498 0 0,979 0017 1106 40 O 14 173 027 014 173 027
rs17148102 9 134.488.5350,2 0,977 0,084 961 173 9 051 079 022 05 06270
rs11243489 9 134.602.9560,2 0,906 0,07 918 136 6 047 056 025 035 0,4K17
rs10999614 10 72719130 0 099 0106 925 220 13 |[JEHE 241 188 BB 209 187
rs12257526 10 87.928.843 0 0978 0,142 843 278 23 053 031 082 026 033 047
[s7082886 10 125.946.1850,2 0,966 0,378 440 525 165 201 016 207 169 035 154
rs2028979 11 92.652.273 13 0983 0,043 1057 88 5 123 049 099 1,16 054 0,89
rs334218 11 98.663429 0 0979 0029 1079 65 1 0B74 022 05 076 022
rs17607380 11 10757956101 098 0,102 925 209 13 006 003 008 002 0,508

rs4032492 12 30.170.897 1,2 0,956 0,446 328 583 207 0,34 027 023 011 0,13 0,06
rs3810784 12 95.147.482 0,1 0,983 0,363 470 526 154 062 053 039 009 046 0,05

rs7799 13 41.533.052 0,7 0985 0,331 506 531 116 036 014 031 034 002 0,39
rs17191442 15 60.800.145 0,7 0,99 0,093 948 204 6 038 024 029 039 0,13 034
rs4261509 15 90.709.376 0,1 0989 0,441 359 6575 223 011 08 043 019 054 046
rs8061371 16 77.043.677 0,1 0933 0,214 676 364 52 017 0,14 0,12 033 038 0,18
rs747430 19 29.989.938 13 098 026 615 467 65 17 0,067 0,02 0,08 0,78 0,14
rs880108 19 44115140 0,1 0992 0,14 860 277 24 560064 03 045 046 027

rs417699 19 49.109.415 0,1 0,979 0,469 326 565 255 0,75 045 055 025 0,48 0,08
rs6029228 20 39.255.548 0,2 098 0,396 414 557 176 099 0,77 1,74 044 0,78 0,93

gelb: p < 0,05 (-log(p) > 1,3); rot: p < 0,001 ¢{p) > 3). n = 1157 fiir SNP-Qualitatskriterien Alleiteren
Angaben siehe Legende Tabelle 13, Seite 72
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Acht SNPs, welche ein nominelles Signifikanzniveaun p < 0,05 in mindestens einem
Assoziationsmodell unterschritten, konnten validigerden und wurden nachfolgend in der
CARLA-Kohorte untersucht, um mdogliche Assoziationieneiner zweiten unabhangigen

Kohorte zu bestatigen.

3.1.3. Stufe 3 — Replikation in der CARLA-Kohorte

Mittels Schmelzkurvenanalyse und SNP-Alleldiskriation wurden in 1760 Probanden der
CARLA-Kohorte acht SNPs auf Assoziationen mit Sdamasterol und Serumcholesterin
Uberpruft. Zwei SNPs konnten repliziert werden weigten nach Adjustierung auf Alter,
Geschlecht und Statineinnahme signifikante Assmwiah in  mindestens einem

Assoziationsmodell (Tabelle 15).

Tabelle 15:SNPs der Stufe 3 Replikation in CARLA (n = 1760).

additives Modell rezessives Modell
SNP ID chr base hwe call maf aa ab bb la ch la/thn ch la/ch
rs6451824 5 45841630 0 0,988 0064 1537 211 7 750,113 026 0,66 099 024
17703051 5 74.625487 02 0928 038 626 772 251 |NGEH 139 B 268 116 198
rs2294309 6 27.483816 0,7 0995 0352 729 832 206 053 012 07 019 019 031
rs9384960 6 116.130.959,2 0956 0,388 629 818 250 142 077 099 064 026 051
rs17695653 8 18526498 O 0992 0024 1676 84 1 350,018 028 036 017 0,29
rs10999614 10 72.719.130 0,8 0986 0,116 1374 347 3 015 003 015 042 027 03
rs7082886 10 125.946.18H,3 099 0391 646 852 261 031 049 011 051 033 0,36
rs6029228 20 39.255548 05 0981 0406 604 861 277 007 029 004 03 066 005

gelb: p < 0,05 (-log(p) > 1,3); rot: p < 0,001 G{p) > 3). n = 1776 fur SNP-Qualitatskriterien. éllveiteren
Angaben siehe Legende Tabelle 13, Seite 72

3.1.4. Ergebnis der mehrstufigen genomweiten Assationsstudie

Zunachst konnten 2 SNPs in der dritten Stufe regtizverden. Der SNP rs9384960 befindet
sich ca. 130 kbp proximal vom nachsten bekanntem éfernt (Ensembl genome browser
60: FRK, fyn-related kinase) und liegt damit nichberhalb der Haplotyp-Struktur dieses
Gens. Des Weiteren waren in den einzelnen Stufesrse Effektgrof3en fir Serumcholesterin
(Stufe 1: -2,8%, Stufe 2: +2,4%, Stufe 3: +0,9%) mobachten, so dass anhand einer
kumulativen Analyse der drei Stufen der GWA gezeiwgirde, dass sich die beobachteten
Assoziationen des SNP rs9384960 in den 3 Kohortent bestatigen (vgl. Tabelle 16, p =
0,71). Daher zeigt schliel3lich nur der SNPs rs7303th HMGCR-Gen in der kumulativen
Analyse eine Assoziation zu Serumlanosterol (ageitiModell p = 1,4 x I8, rezessives
Modell p = 1,1 x 13).
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Gen die HMG-CoA-Reduktase - der

Cholesterinbiosynthese. Des Weiteren erreichte03091 in der kumulativen Analyse eine

Dieses codiert das (Sshklenzym
nominelle Signifikanz von p = 0,04 fur den PhanaBgrumcholesterin (Tabelle 16).
Nachdem in der vorliegenden GWA nur der HMGCR-Loeirse Assoziation zu Serum-
lanosterol zeigte, wurde der SNP rs17562686 im HR&&en, welcher in Stufe 1 unter allen
SNPs das héchste Signifikanzniveau erreichte (Sanosterol rezessiv: p = 1,8 x 1,0vgl.
Tabelle 13), auch in Stufe 3 untersucht, obwohl ier Stufe 2 das vorgegebene
Signifikanzniveau nicht erreichte. In der kumulativ Analyse aller drei Kohorten wies
rs17562686 eine Assoziation mit Serumlanosterol(adélitiv: p = 1,5 x 18, rezessiv: p =
4,3 x 10°). Die EffektgroBen von rs7703051 und rs17562686emwaleichgerichtet — das
seltenere Allel ist mit héherem Serumlanosteroloaigsrt — und betrugen im additiven

Modell +7,1% fir den SNP rs7703051 bzw. +7,8% &m &NP rs17562686 (Tabelle 16).

Tabelle 16: Validierung und Replikation der wichtigsten gengtisn Assoziationen mit

Serumspiegeln des Lanosterols und Cholesterins.

Additives Modell - Alleleffekt und

p —Wert der Assoziation

Rezessives Modell - Alleleffekt und

p —Wert der Assoziation

Kohorte NP Allele oo HwE LA CH LAICH LA CH LA/CH
Gen MAF
KORAS3 17703051 C>A (g0 (45 86% 0,7 % 7.8% 10,3 % 0,5 % 9,8 %
500k HMGCR 0,381 ' ' 36x106¢ 0,30 34x10°¢  7,7x10° 0,64 34 x10°
_ rs17562686 G>A 14,5 % 43% 9,8 % 17,8 % 5,0 % 12,2 %
(N=1495) pmgcr 0006 9998 040 541 15 x100 3.6 x100 18x10 57x10¢ 57 x10°
rs9348960 T>A  joo0c (39 -33% -28% -0,6% -37% -33% -04%
unknown 0,356 ' ' 0,05 33x10° 0,73 0,13 38x10" 0,86
KORAS3 17703051 C>A  (ga0 44 31% -02% 33% 6,4 % 0,4 % 6,0 %
Stufe 2 HMGCR 0,394 ' 0,12 0,80 0,07 0,03 0,74 0,02
_ rs17562686 G>A -1,3% 0,4 % -1,6 % 1,7 % 0,5 % 2,2%
(n=1157) pmGer 0,09 0974 0,20 0,71 0,79 0,60 0,62 0,73 0,49
rs9348960 T>A (oo oo 03% 2,4 % -21% 0,2 % 2,2 % -19%
unknown 0,372 ' ' 0,88 1,6x10° 0,24 0,94 0,04 0,43
CARLA rs7703051 C>A (o0 g (1% 1,6 % 6,1 % 8,7 % 2,1% 6,6 %
Stufe 3 HMGCR 0,386 ' 42x10° 0,04 36x10" 21x10° 0,07 0,01
_ rs17562686 G>A 9,2 % 1,2% 7.9 % 10,0 % 1,3% 8,5 %
(n=1760) pmGer 0,107 0989 021 1,2x10° 0,42 21x10° 10x16 0,35 21x10
rs9348960 T>A oo o, 38% 0,9 % 2,9% 2,9% 0,6 % 2,3%
unknown 0,388 ' ' 0,04 0,17 0.1 0,23 0,55 0,31
kum.. rs7703051 C>A 036 (1% 0,9 % 6,2 % 9,0 % 1,1 % 7.8 %
Analyse HMGCR ' 1,4x10° 0,04 66x10° 11x10° 0,07 42x10
(n = 4412) rs17562686 G>A 021 8% 1,7 % 6,0 % 8,9 % 2,0 % 6,8 %
- HMGCR ' 15x10° 0,01 26x10* 43x10f 72x10¢¢ 12x10
rs9348960 T>A 076 08% 0,2 % 0,7 % 0,2 % -0,2% 0,4 %
unknown ' 0,45 0,71 0,50 0,90 0,67 0,76

Genomweite Assoziationsstudie in KORA-S3/F3, Validng in einer zweiten Gruppe von Individuen der
KORA-S3/F3, Replikation in der CARLA-Kohorte und rkbinierte Analyse der SNPs mit Hinweisen fir
genetische Assoziationen mit Serumlanosterol odeurScholesterol. LA, Lanosterol; CH, Cholesterigy/CH,
Lanosterol normalisiert auf Cholesterin; Allele, jetallel > Minorallel; MAF, minor allele frequengyCR, call
rate; HWE, p-Wert der Abweichung vom Hardy-Weinberg iGigewicht.
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Eine Untersuchung des sehr groRen — u.a. das HMG&Rumfassenden — Haploblocks
mittels aller entsprechenden SNPs auf dem Gend@apping 500K Array Set (Affymetrix)
aus Stufe 1 konnte die Spezifitdt von relevanterPSNm Bereich des HMGCR-Gens
bekraftigen. Trotz des starken LD vieler SNPs zamdter Giber einen Bereich von ca. 1 Mbp,
in welchem sich auch andere Gene befinden, lageRsSNit den hdchsten p-Werten fur
Assoziationen mit Serumlanosterol ausschlief3liciBaneich des HMGCR-Gens (Abbildung
19). Daher wurden ab diesem Zeitpunkt alle weitdugrktionellen Untersuchungen auf den
HMGCR-Locus fokussiert.
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HMGCR: 3-hudroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A peductase
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Abbildung 19: Haploblock des Bereichs Chromosonvy4.:180.000 bp bis 75.180.000 bp auf Grundlage der
HapMap Data Rel 24/phasell Nov08; Oben: grafisctasi2llung der —log(p)-Werte aller SNPs auf dem
GeneChiff Mapping 500K Array Set fiir Assoziationen zu Seramoisterol in 1495 Probanden der GWA, Stufe
1; Mitte: Darstellung der Lage des HMGCR-Gensl{getterlegt) innerhalb des Haploblockes; Unten: RIbt

(D) des Haploblocks.
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3.2. Assoziationsuntersuchungen relevanter SNPs iarhalb des HMGCR-Locus

3.2.1. Untersuchung der Haplotyp-Struktur des HMGCRBereiches

Der SNP rs7703051 steht mit dem SNP rs1756268@rsghwachem LD (Abbildung 21; r?
= 0,23; HapMap Data Rel 24/phasell Nov08). Aul3erdetragt die Frequenz des selteneren
Allels des SNP rs7703051 39%, des SNP rs1756268f9en nur 10%. Daher bilden beide
SNPs unterschiedliche Haplotypen und es war daveszugehen, dass verschiedene
Mechanismen den beobachteten Assoziationen min8anosterol zugrunde liegen.

Ebenso zeigte eine Haplotyp-Analyse von rs7703068d ts17562686 in der CARLA-
Kohorte, dass Assoziationen der selteneren Allei¢ enhOhten Konzentrationen von

Serumlanosterol additiv und somit unabhangig vaaraier sind (Abbildung 20).

611 555 205 120 113
0.187

o
H
1

0.167

0.159

Serum Lanosterol [mg/I]

0,144 § =
CG/ICG CG/IAG CG/AA AG/IAG AG/AA

Haplotyp rs7703051, rs17562686

Abbildung 20: Geometrische Mittelwerte und Stanéketnter von Serumlanosterol in der CARLA-Kohorte=(n
1760) der genetisch relevanten Haplotypen des HM&GdRIS nach Durchflihrung einer genomweiten
Assoziationsstudie (n = 4412). Die Haplotypen wardarch die SNPs rs7703051 (C/A) und rs1756268B8)G/
definiert. Von neun mdglichen Haplotypen wurdenrvafgrund einer Frequenz < 1% von der Analyse
ausgeschlossen.

Im Folgenden wurde eine Analyse daenkageStruktur des HMGCR-Locus in der HapMap-
Datenbank durchgefuhrt, um weitere Genpolymorphisnmeit moglicher funktioneller

Bedeutung, die mit detaggingSNP rs7703051 bzw. rs17562686 in LD stehen, aefzeh

(vgl. 1.4.2 und 1.4.3.). Der SNP rs7703051 lieguimmittelbarer N&he aber nicht innerhalb
des HMGCR-Gens oder seines Promotors. In der HapMayse zeigte sich, dass mehrere
SNPs in starkem LD (r? > 0,8; HapMap Data Rel Bdfell Nov08) mit SNP rs7703051
stehen (Abbildung 21). Diese sind alle in nicht ikoenden Bereichen des HMGCR-Gens
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lokalisiert. Fir das Exon 13 des HMGCR-Gens ist @lternativesSplicing beschrieben
(Johnson et al. 2003). Da der SNP rs3846662 inonntB liegt, war zu vermuten, dass dieser
mit dem SNP rs7703051 in LD stehende Genpolymonpissdie kausale Assoziation von
Genotyp und Phanotyp darstellt. Ebenso liegt deP SB17562686 nicht innerhalb des
HMGCR-Gens, steht aber mit mehreren Genpolymorpéisin sehr starkem LD (r2 = 1,0;
HapMap Data Rel 24/phasell Nov08). Einer diesePShst der SNP rs5909, welcher acht
Basenpaare vom Stopp-Codon des HMGCR-Gens entfegtt Weiterhin waren auch die
SNPs rs3761738, rs17238330, rs3761740 von Inte(@édrldung 21), da sie innerhalb des
bekannten Promotorbereiches des HMGCR-Gens liegago( et al. 2007). Da allerdings
bereits nachgewiesen wurde, dass der SNP rs37@ll& Hxpression des HMGCR-Gens

ehrs (13.3) T ENNEE AN N T EN D
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Abbildung 21: Ubersicht des Bereiches Chromoson74625.000 bp bis 74.671.000 bp auf Grundlage des
UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37jhda&tellung des LD-Plots (r-squared) auf
Grundlage der HapMap Data Rel 24/phasell Nov08.rD&r Pfeil markiert den tagging SNP rs7703051dmrs
GWA, der blaue Pfeil markiert den tagging SNP r&P8B6. Orange umrandet ist der SNP rs5908.
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nicht beeinflusst (Porcellini et al. 2007), wurdmee Assoziationsuntersuchung der SNPs
rs3761738, rs17238330, rs3761740 nicht weiter itraBbt gezogen. Stattdessen wurde der
Bereich, in dem diese SNPs liegen, einer Sequemgierunterzogen, um madgliche
unbekannte Mutationen aufzudecken (vgl. 3.4.1).

Der Genpolymorphismus rs5908, welcher als einzightP im HMGCR-Gen zu einem
Aminosaurenaustausch (Isoleueiwalin) fuhrt, steht mit keiner von beiden GruppanLD
und scheidet daher als kausaler SNP fur die betdt@chAssoziationen aus (Abbildung 21).

3.2.2. Untersuchung der SNPs rs3846662 und rs5909CGARLA und LE-Heart

Die Genotypisierung der CARLA-Kohorte bestétigtes da der HapMap angegebene LD
sowohl zwischen dertagging SNP rs7703051 und rs3846662 (r2 = 0,73) als auwtbchen
demtagging SNP rs17562686 und rs5909 (r2 = 0,92) (Abbildu@y @nd zeigte fur beide
SNPs nach entsprechender Adjustierung eine starkesozéation zu Serumlanosterol
(rs3846662: additives Modell p = 2,9 x| 0rezessives Modell p = 1,5 x $0rs5909:
additives Modell p = 3,8 x 1) rezessives Modell p = 2,6 x $0Abbildung 23). Diecall rate
der Genotypisierungen betrug 0,984 bzw. 0,98. Esd&vunachgewiesen, dass die beiden
tagging SNPs rs7703051 und rs17562686 in geringem LD aneier stehen (r2 = 0,18) und

somit zwei Haplotypen bilden.
r2=0,18

-logyo (p-Wert)

rs7703051  rs3846662 rs5909 rs17562686
SNP

Abbildung 22: Linkage Disequilibrium irf von vier SNPs im HMGCR-Gen in der CARLA-Kohorte%ri.760)
und deren Signifkanzwerte zum Phanotyp Serumlaraisit@ additiven Modell. rs7703051 und rs17562686:
taggingSNPs aus der GWA Stufe 1. rs3846662 und rs5908sShit vermuteter funktioneller Bedeutung.
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529 852 367

Serum Lanosterol [mg/I]
o
i

0.0+

AlA A/G G/IG
Genotyp rs3846662

rs3846662: Frequenz des selteneren Allels: 45,4%
p(additiv) = 2,9 x 19
eff(additiv): + 6,3%

0.2+ 1383 341 16

Serum Lanosterol [mg/I]
o
i

0.0~
G/IG G/A AlA
Genotyp rs5909
rs5909: Frequenz des selteneren Allels: 10,7%

p(additiv) = 3,8 x 18
eff(additiv): + 8,0%

Abbildung 23: Assoziationsuntersuchungen der SI8B846662 und rs5909 in der CARLA-Kohorte (n = 1760)
fur Serumlanosterol; homozygotes haufigeres Alled3846662 A/A, rs5909 G/G; mit heterozygoter
Allelverteilung A/G; homozygotes selteneres Alles3846662 G/G, rs5909 A/A; p(additiv) beziffert das
Signifkanzniveau der beobachteten Assoziation zturSknosterol im additiven Modell, eff(additiv) den
relativen Effekt eines mutierten Allels auf Serundaterol.
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Die SNPs rs3846662 und rs5909 wurden als potentighktionelle SNPs des Weiteren in
1895 Probanden der LE-Heart Kohorte untersucht. Zimen wurde hiermit eine vierte
unabhangige Kohorte flr Assoziationsstudien vou@&nosterol und Serumcholesterin mit
verschiedenen Genpolymorphismen des HMGCR-GensrigeneZum anderen konnten in
dieser Kohorte funktionelle Einflisse von Genpolyploasmen auf der Expressionsebene
untersucht werden, da von allen Studienteilnehn&vI®s isoliert wurden, um in diesen
Zellen die Genexpression von Kandidatengenen zu senes Die call rate der
Genotypisierungen fir beide SNPs betrug 0,99 u@d. @ie Assoziation des SNP rs3846662
mit Serumlanosterol konnte bestatigt werden (adeitiModell p = 1,0 x I8 rezessives
Modell p = 1,2 x 10). AuBerdem zeigte sich eine Assoziation mit Sehotesterin
(additives Modell p = 0,001, rezessives Modell §,803) (Tabelle 17). Fir den SNP rs5909
konnte die Effektrichtung fur Serumlanosterol in-Heart repliziert werden, ohne ein
entsprechendes Signifikanzniveau zu erreichen tf@ddiModell p = 0,10). In der LE-Heart-
Kohorte wurde weiterhin gezeigt werden, dass Detnals als Marker der
Cholesterinbiosynthese bedeutsam ist, wenn aucbetibachtete Assoziation mit dem SNP
rs3846662 ca. drei log-Stufen unter der Assoziatimm Lanosterol liegen (additives Modell
p = 0,011, rezessives Modell p = 8,5 xL0Gleichzeitig wurden in dieser Kohorte
Assoziationen zwischen SNPs und den Phanotypen CRind HDL-C Uberpruft. Der SNP
rs3846662 zeigte eine signifikante Assoziation RILAC (additives Modell p = 2,1 x 19
EffektgroRe +4,3%; rezessives Modell p = 8,2 X,1BffektgroRe +6,2%) aber nicht zu HDL-
C (Tabelle 17). Eine Analyse der untersuchten SINRE-Heart bzgl. einer Assoziation mit
der Auspradgung der Atherosklerose — Dicke der lationd Media der Aa. carotidae
(Bestimmung mittels Ultraschall) und AuspragungeeitKHK (Herzkatheter) — erbrachte

keine signifikanten Ergebnisse.

Tabelle 17: Untersuchung von Genpolymorphismen des HMGCR-GemsAasoziationen
mit Phanotypen des Lipidstoffwechsels in LE-Heart(1895).

Additives Modell - Alleleffekt und Rezessives Modell - Alleleffekt und
p —Wert der Assoziation p —Wert der Assoziation

SNP Allele oo HWE LA CH LDL  HDL LA CH LDL HDL
Gen MAF
rs3846662 A>G 0.991 0.26 8,8 % 22 % 4,3 % -1,4%  13,8% 29% 6,2 % -0,3%
HMGCR 0,456 ’ ' 1x10° 1x10° 2x10° 0,12 1x10° 3x10° 8x10° 0,82
rs5909 G>A 0.967 0.04 51% 0,9 % 19% -1,0% 52 % 1,1% 21% -1,4%
HMGCR 0,109 ’ ' 0,10 0,48 0,24 0,46 0,13 0,41 0,23 0,37

LA, Serumlanosterol; CH, Serumcholesterin; LDL, \8erLDL-Cholesterin; HDL, Serum HDL-Cholesterin;
Allele, haufigeres Allel > selteneres Allel; MAF,imor allele frequency; CR, call rate; HWE, p-Weserd
Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht.
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3.2.3. Kumulative Analyse relevanter SNPs innerhalldes HMGCR-Locus

Nachdem alle Assoziationsuntersuchungen im Rahrasfir mappingn der CARLA- und

LE-Heart-Kohorte abgeschlossen waren, erfolgte @n Hier vorgestellten Arbeit eine
kumulative Analyse aller untersuchten SNPs innérlitlds HMGCR-Locus. Hierbei zeigten
sich signifikante Assoziationen der 4 SNPs in alechs Assoziationsmodellen (Tabelle 18).

Tabelle 18: Kumulative Analyse relevanter SNPs innerhalb des G@NR-Gens nach
Abschluss der Assoziationsuntersuchungen mit jewedximal verfigbarer Fallzahl.

Additives Modell - Alleleffekt und Rezessives Modell - Alleleffekt und

p —Wert der Assoziation p —Wert der Assoziation
SNP Allele
Gen vag  CR HWE LA CH LA/CH LA CH LA/CH
rs7703051 C>A 1975 ap 80% 1,5 % 6,5 % 11,1 % 2,0% 8,9 %
HMGCR 0,392 ' ! 1,3x10® 4,7x10° 83x10° 14x10“ 6,0x10° 7,1x10%

n = 6307: KORA Stage 1+2, CARLA, LE-Heart

rs17562686 G>A  Jos4 034 B81% 1,5% 6,5 % 9,1 % 1,8 % 71%
HMGCR 0,103 ' ' 38x10 74x10¢ 75x10° 16x10 35x10 52x10°

n =6307. KORA Stage 1+2, CARLA, LE-Heart

rs3846662 A>G (9o gea (8% 1,6 % 6.1 % 11,7% 21% 9.4 %
HMGCR 0455 ' 54x10°  63x10° 59x10° 21x10° 31x10° 92x10

n = 3655: CARLA, LE-Heart

rs5909 G>A 0977 076 9,3 % 2,0% 7,1% 10,6 % 2,3% 8,0 %
HMGCR 0,105 ' ’ 26x10 13x10° 14x100 65x10® 65x10° 56x10°

n =5150: KORA Stage 1, CARLA, LE-Heart

kumulative Analyse der SNPs mit Hinweisen fir geudke Assoziationen mit Serumlanosterol oder
Serumcholesterin. LA, Lanosterol; CH, Cholestetid/CH, Lanosterol normalisiert auf Cholesterin; &,
Majorallel > Minorallel; MAF, minor allele frequeye CR, call rate; HWE, p-Wert der Abweichung vom
Hardy-Weinberg Gleichgewicht.

3.2.4. Kombinierte Analyse deitagging SNPs innerhalb des HMGCR-Locus

Eine kombinierte Analyse der beidéagging SNPs rs7703051 und rs17562686 in allen vier
Kohorten (KORA Stufe 1 + 2, CARLA, LE-Heart, n =®3& vgl. Abbildung 16) der hier
vorgestellten Arbeit zu den Phanotypen Serumlanalstend -cholesterin zeigte schlief3lich,
dass der SNP rs7703051 der bedeutendere SNP lo¢zélgr beobachteten Assoziationen in
der GWA ist und Assoziationen des SNP rs17562686 Zeil durch das vorhandene LD
erklart werden kénnen. Inshesondere wird in dertkararten Analyse beider SNPs nur eine
gering hohere erklarte Varianexplained varianceals durch rs7703051 allein erreicht (z.B.
1,13% zu 1,04% fur Serumlanosterol). Trotzdem tstldr SNP rs17562686 nicht nur in der
kumulativen sondern auch in der kombinierten Aralysit einer EffektgréRe von 3,3%
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(additiv) bzw. 4,8% (rezessiv) eine konsistenteergiandige Assoziation zu Serumlanosterol
dar, so dass fur die folgenden Untersuchungen B&tie SNPs mit moglicher funktioneller
Bedeutung (rs3846662 steht mit rs7703051 in LD9085mit rs17562686, vgl. 3.2.1.)
berticksichtigt wurden (Tabelle 19).

Tabelle 19: Vergleich derkumulativen (vgl. Tabelle 18) unlombinierten Analyse von
rs7703051 und rs17562686 zu Assoziationen mit Sanosterol und -cholesterin.

Additives Modell - Alleleffekt und Rezessives Modell - Alleleffekt und
p —Wert der Assoziation p —Wert der Assoziation
SNP Allele
Gen MAE CR LA CH LA/CH LA CH LA/CH
Kumulative Analyse (n = 6307)
eff 8,0 % 15% 6,5 % 11,1 % 2,0% 8,9 %
E&@gg‘r’l g;@z 0,975 p-Wert 1x10% 5x10° 8 x 10" 1x 10" 6 x 10° 7 x 10%?
' expvar 1,04 % 0,27 % 0,84 % 0,97 % 0,26 % 0,77 %
eff 8,1 % 15% 6,5 % 9,1 % 1,8 % 71%
(02080 SN, 0984 pWert  4x107  7x10°  8x10° 2x 107 4x10° 5x 10°
' expvar 0,42 % 0,12 % 0,33 % 0,45 % 0,14 % 0,34 %
Kombinierte Analyse (n = 6307) expvar 1,13 % 0,29 % 0,91 % 1,10 % 0,30 % 0,87 %
rs7703051 C>A 0.974 eff 7.2% 1.3% 5,8 % 9,6 % 1.8% 7,8 %
HMGCR 0,392 ' p-Wert 1x10% 8 x 10* 7 x10° 5x 10" 1x10° 3x10®
rs17562686 G>A 0.984 eff 3,3% 0,6 % 2,7% 4.8 % 1,0 % 3,8%
HMGCR 0,103 ' p-Wert 0,06 0,37 0,08 9x10° 0,14 0,02

LA, Serumlanosterol; CH, Serumcholesterin; LA/CHnbsterol normalisiert auf Cholesterin; Allele, figeres
Allel > selteneres Allel; MAF, minor allele frequeyn CR, call rate; eff, Effektgro3e eines mutiertdtels in
%; p-Wert, Signifikanzniveau der Assoziation; expverklarte Varianz durch den/die untersuchten ShIBs
prozentualer Anteil der beobachteten Gesamtvarianz.

3.3. Untersuchung der HMGCR-Expression in humanen &llen

3.3.1. Untersuchung in humanen Leberproben

Die Expressionsuntersuchungen des HMGCR-Gens wurdewei Stufen durchgefuhrt mit
dem Ziel, mdgliche funktionelle Einflisse von Gelypaorphismen auf die HMGCR-
Expression zu Uberprifen. Zunachst wurde ein mibgti€influss des SNP rs3846662 auf das
alternativeSplicingdes Exon 13 in humanen Leberproben mittels trapisirezifischer qRT-
PCRs untersucht. Aul3erdem diente die kleinere &alldieser Gruppe als Testplattform der
gRT-PCR-Assays, bevor diese fur Expressionsuntemsigen in einer grofRen Kohorte
angewendet wurden (vgl. 2.3.20.). Weiterhin wurgheredglicher Einfluss des SNP rs5909
auf die Genexpression geprtft. Die Allelverteilungder Untersuchungspopulation von 51
der insgesamt 98 humanen Leberproben ist in TaB@lbgebildet (vgl.2.3.20.).
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Tabelle 20: Allelverteilung mdglicher funktionell bedeutsameNBs in 51 humanen
Leberproben.

SNP und Allele rs3846662 A/G rs5909 G/A

haufigeres Allel homozygot

heterozygot

selteneres Allel homozygo

unbekannt

Es zeigte sich fur den SNP rs3846662 eine sigmf&kassoziation, p < 0,01, bezuglich des
Splicingverhaltens. Proben mit dem Genotyp A/A wies37,2% Exon 13 gesplictes
Transkript auf, Proben mit dem Genotyp G/G 35,2%bhidung 24). Bezuglich der
Gesamtexpression gab es keine mit dem Genotyp iess@z Unterschiede (A/A: 67632
Kopien; G/G: 59930 Kopien; p = 0,68). Hinsichtlides SNP rs5909 konnten in der Kohorte
humaner Leberproben aufgrund der geringen Anzahlieterozygoten (Genotyp: G/A) und
homozygoten Tragern des selteneren Allels (Gend@p) keine Effekte beobachtet werden.

p<0,01
0.450n
0.425 v
< v
(‘2 v
) " v
4 0.400 u vy
5 []
I ) um v
X 0375 _ Em® —VvV— vy
<C b mn vVvV v
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° i mn v’ —y
‘o 0.3504 -
-E o vy
< v
v V. v
1 ||
0.3259
0.300 1 T T
A/A AIG G/G

Genotyp rs3846662

Abbildung 24: Splicingverhalten des HMGCR-Gens iamanen Leberproben (n = 51); 18 Proben mit
homozygotem héufigerem Allel A/A, 20 Proben mit drvezygoter Allelverteilung A/G, 12 Proben mit
homozygotem seltenerem Allel G/G; Erlauterungx13: Transkript des HMGCR-Gens ohne Exon 13.
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3.3.2. Untersuchung in humanen PBMCs der LE-Heart iKhorte

Nach erfolgreicher Etablierung der gRT-PCR-Assaysiumanen Leberproben wurde die
HMGCR-Expression in PBMCs der LE-Heart-Kohorte {méft. Zum Zeitpunkt der
experimentellen Untersuchung waren 1140 Probenlgkdr. Proben mit eineB-Aktin
Expression < 10.000 Kopien wurden von der weitddeiersuchung ausgeschlossen (vgl.
2.3.20.), so dass 958 PBMC-Proben die in Tabellda2gestellten Kohorten bildeten.

Tabelle 21: Allelverteilung mdglicher funktionell bedeutsameNBs in 958 humanen
PBMCs und Auflistung der Signifikanzniveaus fur enschiedliche Aspekte der SNP
assoziierten HMGCR-Genexpression, EffektgroRenesiedxt

SNP und Allele rs3846662 A/G rs5909 G/A
haufigeres Allel homozygot 275 748
Heterozygot 470 169
selteneres Allel homozygot 203 6
call rate 0,99 0,96

Signifikanzwert fir SNP-assoziiertes [N RnTe p=21x 10 rezessiv: p = 0,82
alternativesSplicing

Expression des gesplicten Transkripte

Signifikanzwert fir SNP-assoziierte additiv: p = 0,24 rezessiv: p = 0,04
Expression des HMGCR-Gens

Assoziationsuntersuchungen zwischen Genpolymormtismnd Genexpression erfolgten
analog zu den Untersuchungen in den humanen Letienpr Zusatzlich zur Normalisierung
aller HMGCR-Expressionswerte auf®lopienB-Aktin wurden vor der statistischen Analyse
jeweils alle Expressionsdaten einer 384l Platte einer Quantilnormalisierung unterzogen,
um die Vergleichbarkeit zwischen den 14 384H Platten pro Assay zu gewahrleisten. Es
bestétigte sich das mit dem SNP rs3846662 asseziglicingverhalten des HMGCR-Gens
(Abbildung 25). PBMCs, welche das homozygote hauggAllel trugen, wiesen relativ zur
Gesamtexpression des HMGCR-Gens in allen Vererlmiodsllen signifikant mehr Exon 13
gesplicte Transkripte auf (A/A: 45,1%, A/G: 44,5%|G: 43,4%; additiv: p = 2,1 x 10
rezessiv: p = 7,5 x 10 dominant: p = 3,3 x 1I%) und bestatigten somit die Befunde in

humanen Leberproben.
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Abbildung 25: Splicingverhalten des HMGCR-Gens inmanen PBMCs der LE-Heart Kohorte (n = 958); 275
Proben mit homozygotem haufigerem Allel A/A, 47®@IBen mit heterozygoter Allelverteilung A/G, 203 Pea
mit homozygotem seltenerem Allel G/G; Erlauterungx13: Transkript des HMGCR-Gens ohne Exon 13.
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Abbildung 26: Expression des Exon 13 gesplicten HBRSTranskriptes in humanen PBMCs der LE-Heart
Kohorte (n = 958); 275 Proben mit homozygotem Igarém Allel A/A, 470 Proben mit heterozygoter
Allelverteilung A/G, 203 Proben mit homozygotemtsakerem Allel G/G; Erlauterung: cDNA-Kopienanzahl
nach Normalisierung auf $OKopien p-Aktin und Quantilnormalisierung der 3&ell Platten; AEx13:
Transkript des HMGCR-Gens ohne Exon 13.
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Auch bezogen auf Absolutwerte war das haufigerel Allit einer signifikanten Erhéhung der
Expression des Exon 13 gesplicten Transkripteszasgto(Abbildung 26; A/A: 5746 Kopien,
G/G: 5344 Kopien; additiv: p = 4,2 x Tprezessiv: p = 0,03, dominant: p = 2,0 X*1L0
Jedoch zeigte sich in keinem der 3 Vererbungsmedagtie signifikante Assoziation zwischen
dem Genotyp des SNP rs3846662 und der HMGCR-Gesprassion (bester Wert:
dominant p = 0,12).

Die Untersuchung der Expression der HMGCR-Trans&iiip Abhéngigkeit vom SNP rs5909
bestétigte zunéachst die Hypothese, dass untersichiedMechanismen zu signifikanten
Assoziationen von Serumlanosterol mit den Genotypeider SNPs filhren konnten. Eine
Assoziation mit dem Splicingverhalten konnte nidlachgewiesen werden (Abbildung 27;
relativ erh6hte Expression des Exon 13 gesplictamdkriptes, additiv: p = 0,97, rezessiv: p
= 0,82). Hingegen bestand fir die Gesamtexpressies HMGCR-Gens ein Trend
dahingehend, dass die Kopienanzahl in der Gruppd&a®ozygoten Trager des haufigeren
Allels hoher ist (Abbildung 28; Mittelwerte normsikert: Genotyp G/G 13014 HMGCR-
Kopien; Genotyp G/A + G/G 12185 Kopien; additivi=p0,05, rezessiv: p = 0,04). Zwei
Arbeitshypothesen fir diese Beobachtung fuhrten iru Folgenden beschriebenen
Untersuchungen. Zum einen kdnnten unbekannte SINARramotorbereich, welche mit den
SNPs rs3761740 und rs5909 in LD stehen, zu einersochiedlichen Genexpression fuhren,
indem durch Basenmutationen DNA-Motive fur Trangkadnsfaktoren verandert werden.
Andererseits konnte der SNP rs5909 selbst aufgeamder raumlichen Nahe zum Stopp-
Codon oder ein anderer gelinkter Genpolymorphismuseiner Anderung der mRNA-
Stabilitat des 3'-UTR fuhren (Winzen et al. 2004).
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Abbildung 27: Splicingverhalten des HMGCR-Gens immanen PBMCs der LE-Heart Kohorte (n = 958); 748

Proben mit homozygotem haufigerem Allel G/G, 16%Hen mit Heterozygotie G/A, 6 Proben mit
homozygotem seltenerem Allel A/A; ErlauteruadEx13: Transkript des HMGCR-Gens ohne Exon 13.
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Abbildung 28: Gesamtexpression des HMGCR-Gens mamnen PBMCs der LE-Heart Kohorte (n = 958); 748
Proben mit homozygotem héaufigerem Allel G/G, 16%Hen mit Heterozygotie G/A, 6 Proben mit
homozygotem selterenem Allel A/A; Erlauterung: cD@apienanzahl nach Normalisierung auf ¥pien p-
Aktin und Quantilnormalisierung der 38&4ell Platten.
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3.4. Untersuchung der Promotorregion des HMGCR-Gens
3.4.1. Sequenzierung der DNA proximal des HMGCR-Gen

Um die Hypothese zu prufen ob unbekannte Genpolymsmen, die mit dertagging SNP
rs17562686 gelinkt sind, die Expression des HMGGRsSbeeinflussen, wurde zunachst die
DNA von 6 humanen Leberproben (jeweils 2 ProbenGmnotypen G/G, G/A, A/A fir den
SNP rs5909) untersucht. Der untersuchte Bereictassté ca. 5,5 kbp, erstreckte sich von
Chr. 5:74627941 bp bis Chr. 5:74633452 (Ensembbigenbrowser 60) und beeinhaltete
somit DNA, die den bisher bekannten Bereich des KMRGromotors und alle darin
enthaltenenen SNPs umfasste, welche laut HapMagabahk mit dem SNP rs17562686
stark gelinkt sind (Abbildung 30). Das &uRerst k®atD (P = 1,0) aus der HapMap-
Datenbank zwischen mehreren SNPs im Promotorbergidhdem SNP rs17562686 sowie
dem SNP rs5909 konnte durch die Sequenzierung tigest@erden (Abbildung 29).
Weiterhin wies die Sequenzierung dieser sechs Rrofieen bis dato unbekannten
Genpolymorphismus (laborinterne Bezeichnung: SNPGE@W® 1) nach, welcher sich an
Position Chr. 5:74633014 (Ensembl genome browse66®pupstream(proximal) des SNP
rs17244722 befindet und daher in unmittelbarer tiiner N&dhe des Transkriptionsstarts des
HMGCR-Gens lokalisiert ist.

Snale 2 kb} |
chrs: | 74629000] 746E30000] 74631 000| Fagaz0o00| 74633000
UCEC Genes Based an RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
HMGCR -]
HMGCR K3~
HMGCR K-
RefSeq Genes
RefSeq Genes .-
Simple Mucleotide Polymarphisms (dhSHP build 1313
rs3931914 | reBET4S1E|  reTTIZES4|  rs744B271 | re1 7236566 |  rs17244946 | re17244722 |
rsaB43481 | rsT311656E | rs7446994 | rs72E33963 | rs17244 708 |
rs2876418 | rs4 703669 | rs11954651 | rs17238330 | rsaTE1740|
rsT1R00456 | rs71300447 | rs17244833 | rs17244953 |

Genotyp-Analyse durch Sequenzierung

Probe rs5909 rs3931914  rs3843481 rs3761738 rs17238330 rs3761739 rs3761740 SNP HMGCR 1 rs17244722
PL 27 GiA GIG AT CIT AIG CIT CiA TT T
PL 28 AR GIG T T GIG TT AdA TT T
PL 34 GIG GIG AJA ciC AIA ciC cec | ™ TIT
PL 40 GIA GIG AT CiT AG G CIA TT T
PL 41 AdA GIG TT TT GIG T A TT TIT
PL 43 GIG GIG AlA C/C AJA CiC CiIC T T

Abbildung 29: Uberblick a) vom ersten bis zum letebekannten SNP im untersuchten Chromosomenbegreich
b) von verschiedenern Genpolymorphismen, welchgarkem LD mit dem SNP rs5909 stehen und c) des neu
entdeckten SNP HMGCR 1 an Position Chr. 5:74633&béembl genome browser 60).
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Dieser Genpolymorphismus lag heterozygot bei detebeProben vor, welche das héaufigere
Allel homozygot fur den SNP rs5909 trugen. Allegirkonnte dieser SNP keiner bekannten
DNA-Bindungsstelle fur Transkriptionsfaktoren zugdet werden (Abfrage der Genomatix-

Datenbank am 17.08.2009).
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Abbildung 30: Ubersicht des Bereiches Chromosoni4624.000 bp bis 74.668.000 bp auf Grundlage des
UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37)jhd@tellung des LD-Plots (r-squared) auf
Grundlage der HapMap Data Rel 24/phasell Nov08. Miem Viereck sind bekannte SNPs nahe der
Promotorregion des HMGCR-Gens umrahmt, welchedrkseim LD (groRRer roter Kreis) mit dem tagging SNP
rs17562686 (blauer Kreis) und dem SNP rs5909 stétieimer roter Kreis). Darstellung der Lage des GOR-
Gens mit Maf3stab im oberen Teil der Grafik undtieldazu die Lage des per Sequenzierung neu erteteck
SNPs (grune Linie).
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3.4.2. Assoziationsuntersuchung des SNP HMGCR 1 @ARLA und LE-Heart

Nach erfolgreicher Identifikation eines unbekannBampolymorphismus wurde tGberpruft, ob
dieser in der CARLA- und der LE-Heart-Kohorte elgsoziation mit Serumlanosterol und
Serumcholesterin zeigte. Die Genotypisierung deB SIMGCR 1 ergab in beiden Kohorten
Ubereinstimmend eine sehr niedrige Allelfrequeng siglteneren Allels von 2,2 % (Tabelle
22). Des Weiteren stand dieser SNP auch in keinBrmit SNP rs5909 (r2 = 0,00), was die

Sequenzierung der 6 Proben zunachst vermutenAigfiidung 31).

rs7703051
SHEHMGCEL — | |
rs3846662

rs5909

rs17562686

Block 1 (43 ki)

Abbildung 31: LD-Plot (D") fur finf SNPs, welche im
Rahmen der HMGCR-Untersuchung in der CARLA-
Kohorte (n=1760) genotypisiert wurden. Die Zahlen i
den Feldern entsprechen den r-square-Werten zwische
zwei SNPs

Tabelle 22: Allelverteilung des neu entdeckten SNP HMGCR 1 iarsechiedenen
Untersuchungskohorten.

SNP HMGCR 1 LE-HEART
haufigeres Allel homozygot T/T
heterozygot T/C

selteneres Allel homozygot C/C

minor allele frequency

call rate

Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges der dwtgoten und homozygoten
Minoralleltrager war did?owerder Assoziationsstudie in beiden Kohorten unztwesid und
erreichte in keinem der sechs Assoziationsmodaeilstatistisch relevantes Signifikanzniveau
(Assoziation zu Serumlanosterol: CARLA additiv/irezie p = 0,22; LE-Heart additiv/
rezessiv p = 0,36/0,48). Auch eine kombinierte Asaldieser beiden Kohorten zeigte in

keinem der 6 untersuchten Assoziationsmodelle sta@istische Signifikanz (bester Wert:
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Serumlanosterol additives Modell p = 0,13). Ebensderte eine Untersuchung der
Genexpression in 958 PBMCs der LE-Heart-Kohortedeignifikante Assoziation mit dem
SNP HMGCR 1.

3.5. Untersuchung der 3"-UTR-Stabilitat des HMGCR-@ns

3.5.1. Untersuchung in humanen Leberproben

Nachdem eine Untersuchung von GenpolymorphismeriPiomotorbereich des HMGCR-
Gens keine signifikanten Resultate erbrachte, wgegelift, ob es eine Assoziation zwischen
dem SNP rs5909 und der mRNA-Stabilitatt der HMGCRRABkripte gibt. Die
Arbeitshypothese beinhaltete die Annahme, dassSid? rs5909, welcher sich nahe des
Stopp-Codons des HMGCR-Gens befindet (vgl. 3.22u)unterschiedlichen Verteilungen
der Langen der untranslatierten 3 -Bereiche der KRG ranskripte flihrte und somit
aufgrund von moglichen Unterschieden in der mRNAbSitat zu Unterschieden in der
Gesamtexpression fihren kdnnte.

Die Etablierung erfolgte zunachst erneut in humdredserproben, welche entsprechend ihrer
Allelverteilung fir den SNP rs5909 selektiert wurdévgl. 2.3.20.). Die Probenmenge
umfasste 3 homozygote Trager des haufigeren Alklsieterozygote und 2 homozgyote
Trager des selteneren Allels. Die Analyse zeigte mb909 assoziierte signifikante
Unterschiede der untranslatierten 3"-Enden. Homateygrager des haufigeren Allels G/G
exprimierten signifikant mehr cDNA-Transkripte rfidihgeren 3'-Enden als Trager von 1 oder
2 selteneren Allelen.

Der Quotient der Anzahl von HMGCR-Transkripten mihem mindestens 400 bp langen
untranslatierten 3-Ende durch die Zahl aller HMGUORnskripte (vgl. 2.3.14.
HMGCRStopp400/HMGCRStopp) betrug 0,97 (G/G) respekd,70 (G/A) und 0,73 (A/A;

p < 0,01). Der Quotient der Anzahl von HMGCR-Tramgien mit einem mindestens 1 kbp
langen untranslatierten 3’-Ende durch die Anzaldr diMGCR-Transkripte (vgl. 2.3.14.:
HMGCRStoppl000/HMGCRStopp) ergab 0,49 (G/G) bzwa00(G/A) und 0,36 (A/A;

p < 0,05) (Abbildung 32).

Unterschiede in der HMGCR-Expression entsprachenBEobachtungen in der LE-Heart-
Kohorte ohne ein entsprechendes Signifikanzniveaereichen (Mittelwerte HMGCRStopp:
G/G 59062, G/A 28490, A/A 31657).
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0.6 p<0,05

0.5 u

0.4+

0.34

Quotient
HMGCRStopp1000 / HMGCRStopp

GIG GIA AA
Genotyp rs5909

Abbildung 32: Uberprifung der untranslatierten cDNanskriptlangen im 3"-Bereich des HMGCR-Gens
mittels Quotienten aus den Expressionsdaten derdeé®orHMGCRStopp und HMGCRStoppl000 in
Abhéngigkeit vom Genotyp des SNP rs5909 fir zehmane Leberproben. 3 Proben mit homozygotem
haufigerem Allel G/G, 5 Proben mit heterozygoteleAderteilung G/A, 2 Proben mit homozygotem seltene
Allel A/A.

3.5.2. Untersuchung in humanen PBMCs der LE-Heart-l&horte

Zur Bestatigung der gewonnenen Ergebnisse in humaeberproben wurde cDNA einer
Stichprobe von 90 PBMC-Proben aus der LE-Heart-Keh@uf einer 384vell Platte
zusammengefasst und analog zur Untersuchung deairfenrLeberproben verfahren. Proben
mit einer B-Aktin Expression < 10.000 Kopien wurden von deriteren Analyse
ausgeschlossen (vgl. 2.3.20.). Die SNP-Genotypsierermittelte unter den 85 Ubrigen
Proben 67 homozygote Trager des haufigeren Alleldieterozygote und zwei homozygote
Trager des selteneren Allels. In zwei Proben kortdge Genotyp des SNPs rs5909 nicht
bestimmt werden. Die Analyse der PBMCs zeigte eifvamd (p = 0,21 bzw. p = 0,30 wenn
G/A- und A/A-Trager zu einer Gruppe zusammengefasstien) auf, der den Beobachtungen
in den humanen Leberproben entsprach, jedoch ofatistische Signifikanz zu erreichen
(Abbildung 33). Aufgrund dieses Ergebnisses wurdé weiter gehende Untersuchungen

verzichtet.
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Abbildung 33: Uberpriifung der untranslatierten cDN#anskriptlangen im 3'-Bereich des HMGCR-Gens
mittels Quotienten aus den Expressionsdaten derdeé®orHMGCRStopp und HMGCRStoppl000 in

Abhéngigkeit vom Genotyp des SNP rs5909 fiir 83 mem@BMCs. 67 Proben mit homozygotem haufigerem
Allel G/G, 14 Proben mit heterozygoter Allelverteity G/A, 2 Proben mit homozygotem seltenerem Allé;

3.6. Aktivitatsuntersuchungen der HMG-CoA-Reduktase

3.6.1. Untersuchung in humanen Leberproben

Nachdem Zusammenhdnge zwischen SNPs und verschredérpressionsmustern des
HMGCR-Gens nachgewiesen werden konnten, wurdeneneweiteren Schritt Gberprift, ob
Unterschiede in der genetischen Expression zuaseten funktionellen Unterschieden auf der
Proteinebene flhren. In der vorliegenden Arbeit dear daher mdgliche Assoziationen
zwischen den SNPs rs5909 und rs3844462 mit deyriaivitat der HMG-CoA Reduktase
in humanen Leberproben und PBMCs analysiert.

Insgesamt wurden 48 humane Leberproben fir dievd&tsuntersuchung ausgewahlt. Es
stellte sich allerdings trotz mehrerer Testlaufeahs, dass der Umsatz vB&-HMG-CoA zu
“C-Mevalonolakton in vielen Proben nur sehr geringr.vEine mogliche Korrelation von
geringer HMG-CoA Reduktase Aktivitat infolge nieggr HMGCR-Expression bestand
hierbei nicht (Abbildung 34). Die Griinde fur dierigge Aktivitat sind unklar. Es ist jedoch
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zu vermuten, dass die Gewinnung der Leberprobenansthlieender Kryokonservierung
durch einen Kooperationspartner aufgrund einesdférhier vorgestellten Untersuchungen
nicht angepassten Protokolls zu einer teilweise stetnken Enzymdegradation fuhrte. Murine
Leberproben aus unserem Institut, welche wahrend Elablierung des Assays als
Kontrollproben verwendet wurden, wiesen nach dernidisierung auf Gesamtprotein
Aktivitatswerte der HMG-CoA-Reduktase auf, die zuim den Faktor 30 hoher waren als

einige der humanen Leberproben.
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Abbildung 34: HMG-CoA-Reduktase Aktivitat (x-Achsiey Verhaltnis zur HMGCR-Expression (y-Achse) von
48 humanen Leberproben; y-Achse: @dAktin normierte Expressionswerte des HMGCRgesaRT-fCR
Assays. x-Achse: Darstellung der spezifischen Afiivder HMG-CoA Reduktase nach Normalisierung Ho0

mg/dl Gesamtproteinkonzentration.
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3.6.2. Untersuchung in humanen PBMCs der LE-Heart iKhorte

Fur die weitere Untersuchung der HMG-CoA-Reduktagévitat wurden PBMC von 55
randomisiert ausgewahlten Probanden der LE-HeahbKe verwendet. Den grol3ten Antell
dieser bildete die Gruppe von 39 nicht nichterneob& ohne Statinmedikation. Eine
Genotypisierung der SNPs rs3846662 und rs5909isedi Probanden ergab eine Verteilung
der Genotypen, die den grol3en Untersuchungskohentisprach (Tabelle 23).

Tabelle 23:Allelverteilung moglicher funktionell bedeutsameéPs in 39 humanen PBMCs
SNP und Allele rs3846662 A/G rs5909 G/A

haufigeres Allel homozygot

heterozygot
selteneres Allel homozygot

unbekannt

Aufgrund der geringen Stichprobenmenge heterozydgetebanden des SNP rs5909 konnte
keine Signifikanz erreicht werden. Es bestand aiend zu erhdhten Aktivitdtswerten bei
homozygoten Tragern des haufigeren Allels mit deemd@byp G/G (p = 0,48 bzw. p = 0,14
bei Normalisierung auf pmol HMG-CoA Umsatz pro Miewnd mgsesamtprotein bzw. auf
pmol HMG-CoA Umsatz pro 1.000.000 Zellen). Eine AW®ANalyse der gemessenen
Aktivitaten bezogen auf den SNP rs3846662 zeigtereilrend an erhdhten Aktivitatswerten
in homozygoten Tragern des haufigeren Allels (Aitd)Vergleich zu Tragern von 1 oder 2
selteneren Allelen (Abbildung 35; Mittelwert deregp Aktivitat in pmol x miff x mg*
Genotyp A/A: 101,4, Genotyp A/G: 59,19, Genotyp G/@4,49). Die Effektrichtung
widersprach somit der Beobachtung, dass homozybgiger des haufigeren Allels (A/A)
erniedrigte Spiegel von Lanosterol im Serum aufeme®ie Expression der beiden HMGCR-
Transkripte konnte nach Ausschluss von 3 Probegrandl unzureichender Expressionsdaten
in 36 PBMCs gepruft werden und es bestatigte sashSplicingverhalten der grol3en Kohorte
in Assoziation zum SNP rs3846662 (vgl. 3.3.2; Athlaig 36).
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Abbildung 35: HMG-CoA-Reduktase Aktivitat in Abh&ggeit vom Genpolymorphismus rs3846662 in 39
humanen PBMCs von nicht nichternen Probanden ohagni@edikation; 15 Proben mit homozygotem
haufigerem Allel A/A, 17 Proben mit heterozygotdtefverteilung A/G, 7 Proben mit homozygotem sediesm
Allel G/G; Abgebildet ist die spezifische Enzymiak&t (pmol x mirn' x mg') von 39 PBMCs nach
Normalisierung auf 100 mg/dl.
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Abbildung 36: Splicingverhalten des HMGCR-Gens immanen PBMCs in Abhangigkeit vom Genotyp des
SNPs rs3846662 (n = 36); 12 Proben mit homozygdtaafigerem Allel A/A, 17 Proben mit heterozygoter
Allelverteilung A/G, 7 Proben mit homozygotem selieem Allel G/G; ErlauterungAEx13 - Transkript des
HMGCR-Gens ohne Exon 13.
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4. Diskussion

Die hier vorgestellte Arbeit hatte zum Ziel, neueerdditire Faktoren des
Cholesterinstoffwechsels  zu identifizieren. Nebenemd bekannten Phanotyp
Gesamtcholesterin (TC) wurde erstmalig die humamhel&sterinbiosynthese mittels des
subtilen Intermediarphanotyps Lanosterol untersudiitHilfe einer GWA konnte das HMG-
CoA-Reduktase-Gen als genetischer Faktor der Larakbnzentration im humanen Serum
identifiziert werden.

In einem dreistufigen Ansatz erfolgte nach einettialen genomweiten Analyse von
Genpolymorphismen die Validierung und Replikatinrewei weiteren Kohorten. Schlief3lich
konnte der SNP rs7703051 im HMGCR-Locus in alleei dkohorten sowie in einer
zusatzlichen vierten Kohorte konsistent mit Serunogterol assoziiert werden (n = 6307, p =
1,3 x 10", EffektgroRe +8,0%). AuRerdem konnte der SNP r30%0 in der kumulativen
Analyse mit dem Phanotyp Gesamtcholesterin assbziierden und bestatigt somit eine
bereits bekannte Assoziation des HMGCR-Locus adsran Studien (Chasman et al. 2009;
Kathiresan et al. 2009; Teslovich et al. 2010).

Der identifizierte SNP rs7703051 steht in hohem D dem SNP rs3846662 im Intron 13
des HMGCR-Gens. Letzterer ist mit einer untersdiukdn Ausprdgung des alternativen
Splicings des Exon 13 der HMGCR-mRNAn vivo assoziiert (p = 2,1 x 10 ohne
Auswirkungen auf die Gesamtexpression dieses GanBaben. Weiterhin konnte in der
kumulativen Analyse aller verwendeten Kohortenreadig der seltenere SNP rs17562686 im
HMGCR-Locus mit Serumlanosterol assoziiert werder 6307, p = 1,6 x 10 EffektgroRe
+9,1%). Die kombinierte Analyse beider SNPs zeidtess der SNP rs7703051 die wichtigere
Assoziation darstellt, da beobachtete AssoziatiatesnSNP rs17562686 zum Teil durch LD
zu rs7703051 erklart werden konnten.

Bisherige GWAs untersuchten in humanem Serum hacigish die Phanotypen TAG, TC,
LDL-C, sdLDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin (VLDL-Cynd HDL-C. Auf diesem Weg —
insbesondere auch mit Einsatz von Meta-Analysemnrnten zahlreiche neue Erkenntnisse
gewonnen werden. Dennoch erklaren die bisher iiigetten Loci nur 10 - 25% der

genetischen Variabilitat (Manolio et al. 2009).

Wissenschaftliche Publikationen zur Cholesterintisese verwenden verschiedene
Prakursoren, um die entsprechenden StoffwechselwadeAssoziationen zu Krankheiten,

Phanotypen und Medikamentenwirkung zu beschreil#en. meisten verbreitet ist die
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Bestimmung von Lanosterol, Lathosterol und Desmmokteals Surrogatmarker der
Cholesterinbiosynthese. In der vorliegenden Arbeitde Lanosterol ausgewahlt, da es stets
als Metabolit im Syntheseweg durchlaufen werden shusahrend Lathosterol als
Zwischenprodukt des Kandutsch-Russell-Weges undmbsterol innerhalb des Bloch-
Weges synthetisiert wird (vgl. Abb. 1, Kap. 1.1.1.)

Uber die Validitat der einzelnen Marker herrscHeraings noch Uneinigkeit. Mittlerweile
gibt es viele Hinweise daftir, dass das von Bloath @layton aufgestellte Paradigma, welches
besagt, dass jedes Molekil Lanosterol schliel3lickzolesterin umgewandelt werden wirde
(Clayton & Bloch 1956), nicht zutrifft. Vielmehr w@en aus verschiedenen
Zwischenmetaboliten — wie auch dem Lanosterol — adlem durch CYP27Al1-Enzyme
Oxysterole gebildet, die unterschiedlichste aktoetth unzureichend verstandene Funktionen
im Stoffwechsel haben (Fakheri & Javitt 2011). Adtust weder geklart, wie hoch der Anteil
der Oxysterolbildung im Rahmen der Cholesterinsgsghist, noch ist bekannt, welche
Zwischenmetabolite der Cholesterinbiosynthese imehgm oder niedrigerem Mal3e oxidiert
werden. Somit sind viele Prozesse in diesem Getueh unzureichend verstanden und es
kann daher prinzipiell bei keinem Prakursor voreeirweifelsfreien Korrelation zute novo
Cholesterinbiosynthese gesprochen werden. Anhandh voassenspektrometrischen
Messungen von Serumkonzentrationen des 24S,25-Epobesterol und  27-
Hydroxycholesterol scheint der Anteil der Oxystbiolung eher gering zu sein (Honda et al.
2009). Lathosterol wird von vielen Autoren aufgrsedner einfachen Quantifizierbarkeit u.a.
mittels Gasflussigkeitschromatographie favorisierd zeigte valide Korrelationen zwischen
dessen Serumkonzentration, der Serumkonzentrat©nuid der HMG-CoA-Reduktase
Aktivitat auf (Bjorkhem et al. 1987; Kempen et 4B88; Miettinen, Tilvis & Kesaniemi
1990). Es konnte nachgewiesen werden, dass Laobstersimultanen Messungen gute
Korrelationen (Pearson-Koeffizient: 0,78 - 0,87) lzathosterol aufzeigt (Clarenbach et al.
2005). Die Nutzung von Desmosterol als Marker medsch noch kritisch bewertet werden.
Frihere Messungen mittels Gasflussigkeitschromapige weisen flir Desmosterol eine
deutlich schlechtere Korrelation zur HMG-CoA-Redadea Aktivitat auf als fiur Lathosterol
und Lanosterol (Bjorkhem et al 1987). Moderne Nagiswerfahren unter Verwendung der
Massenspektrometrie scheinen dies aber nicht ztatigen und stellen Desmosterol als
validen gleichwertigen Marker dar (Acimovic et 4D09). In der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten LE-Heart Studie wurden simultan Desenolsund Lanosterol bestimmt. Beide
Metabolite zeigten eine Assoziation zum SNP rs38266 humanem Serum von p < 0,01,

wobei Lanosterol einen um drei log-Stufen hoheregniSkanzwert aufwies. Mogliche
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Griunde fur diesen beobachteten Unterschied sindolexnDa Lanosterol im Gegensatz zu
Desmosterol stets im Syntheseweg des Cholestaunehldufen wird (vgl. 1.1.1.), kbnnte die
Sensitivitat in Bezug auf die Aktivitdt der HMG-CedReduktase groRer sein. AulRerdem ist
von Lanosterol im Gegensatz zu Desmosterol bekaiass es direkt in die Enzymregulation
der HMG-CoA-Reduktase eingreift (Song, Javitt & Bddyd 2005). Daher kdnnten
Genpolymorphismen im HMGCR-Locus zu starkeren Wdeieden der Lanosterol- als der
Desmosterolkonzentration fuhren. Da in der LE-Hedbhorte beide Metabolite
ausschlief3lich mit Bezug zum HMGCR-Locus untersughtden, bleibt abzuwarten, wie
sich Lanosterol und Desmosterol in Untersuchungénanderen Ansatzpunkten verhalten.
Die simultane Messung von Lathosterol und Desmobktesi anderen Fragestellungen zur

Cholesterinhomgostase stellte beide Metabolitglaishwertig dar (Wolff et al. 2011).

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbaeait die Identifikation von SNPs im HMG-
CoA-Reduktase Gen als genetische Faktoren fir dasliegen unterschiedlicher
Lanosterolspiegel im humanen Serum.

Bereits Goldstein & Brown (1973) zeigten die Bedewgt der HMG-CoA-Reduktase im
Rahmen des Cholesterinstoffwechsels auf, deren uBadg seit Einfihrung der
Arzneimittelklasse der HMG-CoA-Reduktase-InhibitorStatine) weiter zugenommen hat.
Da es aber keine Mutationen innerhalo des HMGCRsGgibt, die zu einem
monogenetischen Krankheitsbild fihren, konnten geciee Risikofaktoren der Dyslipidamie
innerhalb des HMGCR-Locus erst spét verifiziert aaesr.

Erste Hinweise auf eine Assoziation eines Genpoipimemus innerhalb des HMGCR-Gens
mit Veranderungen im Lipidprofil gab es bei der &mstichung von 330 chinesischen
Probanden (Tong et al. 2004) Hier konnte in eingmothesenbasierten Ansatz ein seit
langem bekannter Polymorphismus (rs38434i82 zweiten Intron (Leitersdorf, Hwang &
Luskey 1990) mit unterschiedlichen PlasmaspiegelriViDL-C und TAG in Verbindung
gebracht werden. Im gleichen Jahr wurde der HMG®BuE in einer familienbasierten
Linkage-Analyse mit Variationen von TAG im Serumseziert (Bosse et al. 2004).
Hypothesenfreie GWAs der letzten funf Jahre kondiese Ergebnisse zwar nicht bestatigen,
lieferten jedoch stichhaltige Evidenz fur den HMGC&us beziiglich des TC- und LDL-C-
Phanotyps. Es zeigt sich allerdings auch, dasediest in groRen Kohorten eine sichere
Assoziation vorrangig mit TC und auch LDL-C zeigtdudie absolute EffektgrofRe der
Serumkonzentrationen je nach Publikation mit 1-2%/Allel sehr gering ist. Erst Kathiresan
et al. (2008) ermittelten in einer kumulativen Arsd fir den SNP rs12654264 in 18.554
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Probanden européischer Abstammung eine starke isisozzu LDL-C (p = 1 x 189,
nachdem einzelne GWAs (DGI n = 2758, FUSION n =41&ardiNIA n = 4184) aus dieser
Meta-Analyse den HMGCR-Locus nicht abbildeten. @mas et al. (2009) konnten diesen
Befund in dentWomen's Genome Health StudlyGHS) mit 17.296 Probanden européaischer
Abstammung bestatigen (p = 1,6 X' £Gir den SNP rs3846662, p = 8,8 X flir den SNP
rs5744680). Eine weitere GWA in einer mikronesischgevolkerungsgruppe (n = 2346, p =
1,75 x 10 fur den SNP rs7703051) zeigte, dass Assoziationen HMGCR-
Polymorphismen zu LDL-C nicht auf Personen mit @édrscher Abstammung beschrénkt
sind (Burkhardt et al. 2008).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte in der kuatien Analyse innerhalb des HMGCR-
Locus neben dem SNP rs7703051 auch der SNP rs136626it dem Phanotyp
Serumlanosterol assoziiert werden. Somit stellessalibeiden SNPs die bisher einzigen
bekannten  genetischen  Assoziationen zu einem  humanBhanotyp  der
Cholesterinbiosynthese bzw. -homdostase dar.

Allerdings konnte nur der SNP rs7703051 zuverléssajlen drei Stufen der GWA repliziert
werden und zeigte in allen 4 Kohorten einen kunigat p-Wert von p = 1,3 x 18 zu
Serumlanosterol mit einer Effektgrof3e von 8,0% |elADieser SNP befindet sich in sehr
starkem LD mit den oben erwahnten SNPs rs3843432664264, rs3846662, rs5744680
und bestatigt somit den HMGCR-Locus der bisher igidsten GWAs in einem neuen
Phanotyp. Daher kann behauptet werden, dass bek&imlesterineffekte des HMGCR-
Locus anhand des Prakursors Lanosterol auf Vanmnder Cholesterinbiosynthese
zuruckgefuhrt werden konnen. Zusatzliche Evidenr diiesen Sachverhalt ergab die
Untersuchung der SNPs rs7703051 und rs3846662rihEl¢leart Kohorte, welche sowohl
eine Assoziation mit Serumlanosterol als auch niiLiC bei gleichgerichtetem Effekt
zeigte. Diese Effektrichtung stimmte weiterhin rdén Angaben bisheriger Publikationen
Uberein. In der genomweiten Untersuchung konnteekéissoziation mit TC beobachtet
werden. In der kumulativen Analyse aller 4 Kohortenrde allerdings eine nominelle
Signifikanz von p = 4,7 x I0fur den Phanotyp TC erreicht. Die Effektrichtungdudie
EffektgroRe (+1,5%) der Assoziation entspricht datméreits publizierten Ergebnissen
(Teslovich et al. 2010).

Im Kontext zeigen die hier vorgestellten Daten, sdasbei genetischen
Assoziationsuntersuchungen des HMGCR-Locus der dtjpdrSerumlanosterol eine hohere

Sensitivitat aufweist, da bereits eine wesentlidbinere Untersuchungskohorte zu einer
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validen Assoziation fuhrte bzw. der Phanotyp Seamwosterol in der kumulativen Analyse
ein um ca. 10 log-Stufen htéheres Signifikanznivaafweist als der Phéanotyp TC.

Bezuglich des SNP rs17562686 war aufgrund eineremtbsh geringeren Frequenz des
selteneren Allels (10% zu 39%) zunachst davon aedmn, dass die beobachteten
Assoziationen unabhéngig von rs7703051 sind. Dgsifs&anzniveau des SNPs rs17562686
war aufgrund der niedrigen Frequenz des selten&ltels bedeutend niedriger (ZGzu 10™)

bei vergleichbarer Effektgrof3e (+8,1% zu +8,0%neEHaplotyp-Untersuchung beider SNPs
wies nur ein geringes LD zueinander auf (CARLA mit 1760: r2 = 0,18) und liel3 eine
additive Wirkung fur Serumlanosterol vermuten. Ekwmbinierte Analyse beider SNPs in
allen sechs untersuchten Assoziationsmodellen konsthlie3lich nachweisen, dass
beobachtete Assoziationen des SNP rs17562686 zummdiieh das schwache LD zu
rs7703051 erklart werden. Diese Analyse bewies raohitger erklarten Varianzexplained
variancg zum einen, dass der SNP rs7703051 die bedeuteAdsbziation innerhalb des
HMGCR-Locus darstellt gxplained variance= 1,04%). Zum anderen wurde in dieser
Analyse gezeigt, dass der SNP rs17562686 einemstigedigen Effekt auf Serumlanosterol
im Menschen hat. Allerdings betragt dieser je nasboziationsmodell nur ca. 10 - 15 % der
erklarten Varianz von rs7703051.

Zusammenfassend kann daher erstmals in der vamlilegeArbeit behauptet werden, dass der
SNP rs17562686 eine eigenstandige Assoziation zuiatitmen in der humanen
Cholesterinbiosynthese darstellt.

Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchunged waufgrund dieser Assoziation einmal
mehr deutlich, wie komplex die EntschlisselungBedeutung signifikanter SNPs in GWAs
ist und die Aufklarung vonLinkage Strukturen innerhalb signifikanter Genloci eine
entscheidende Rolle spielt (vgl. auch 1.4.3.). [@md andere bisher publizierte GWA eine
Assoziation zum SNP rs17562686 oder einem in LDestden SNP zeigte, spricht dieses
Ergebnis ebenso fir die bedeutend hohere Serditidgds Phanotyps Serumlanosterol im
Rahmen der Untersuchungen des HMGCR-Locus.

Es konnte lediglich ein erhéhtes Risiko fir die Mdamer-Erkrankungaddds ratio= 1,84) fur
das seltenere Allel des promotornahen SNP rs376H&t0mit dem SNPs rs17562686 in sehr
starkem LD steht, gezeigt werden, Einerseits wuldgne funktionellen Veranderungen der
Genexpression nachgewiesen (Porcellini et al. 208Tdlererseits konnte in einer anderen
Arbeit dargestellt werden, dass es bei Patientet der Alzheimer-Erkrankung zu
Veranderungen des Cholesterin-Stoffwechsels kom#izheimer-Patienten weisen im

Blutplasma sowie im cerebrospinalen Liquor sigmifik niedrigere Konzentrationen der
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Prakursoren Lanosterol und Lathosterol auf (Kolsethal. 2010). Die hier dargestellten
Ergebnisse widersprechen der Hypothese dieserrb@ideeiten, da in der hier vorgestellten
GWA das seltenere Allel in der kumulativen Analys& hoheren Lanosterolspiegeln im
Serum assoziiert war. Des Weiteren ist es aufgdanchier vorgestellten Ergebnisse méglich,
dass das beobachtete erhohte Alzheimerriik@len SNP rs3761740 vielmehr auf den SNP
rs7703051 zuruckgefuhrt werden kann. Daher sindeneeiUntersuchungen von SNPs im
HMGCR-Gen notwendig, um die Bedeutung maoglicheregisnher Einflussfaktoren auf die
Alzheimer-Erkrankung zu prufen.

Neben oben beschriebenen Untersuchungen zur Alehdinkrankung wurde die
Cholesterinhomoostase unabhéangig von genetischitorEa in verschiedenen andereren
Aspekten geprift. Es konnte zum Beispiel gezeigdesm, dass die sonographisch bestimmte
Dicke der Intima und Media der Karotiden in Probamdhne bekannte Atherosklerose —
deren Bedeutung als valider Pradiktor fur die Eoklung einer Atherosklerose allerdings
umstritten ist (Lorenz et al. 2010) — nicht nuripgesnit Serumspiegeln fir TC sondern auch
fur Lathosterol korreliert (Weingartner et al. 2010n Rahmen deFramingham Offspring
Study Cycle-Gvurde nachgewiesen, dass Probanden mit hohem Rigikdie Entwicklung
einer KHK eine gestdrte Cholesterinhomoéostase halremieser Studie zeigte sich, dass
Hochrisikoprobanden im Vergleich zu den Kontrolleai gleichen Serumspiegeln fir TC,
LDL-C und HDL-C einerseits erhéhte Werte fir Suatrgarker der Cholesterinabsorption
andererseits erniedrigte Serumspiegel fur Lathoktaufwiesen (Matthan et al. 2009).
Ahnliche Untersuchungen wurden auch bei Diabetilemrthgefiihrt und zeigten bei Typ 1-
Diabetikern vergleichbare Resultate wie bei den KHigchrisikoprobanden (Miettinen et al.
2004).

Anhand der aufgeflhrten Beispiele wird ersichtliadlgss weitere Untersuchungen von
Phanotypen der Cholesterinhoméostase einen wichtiBeitrag fur das Verstandnis
verschiedener Krankheitsbilder liefern konnen. Satellt die hier vorliegende Arbeit einen
wichtigen neuen Forschungsansatz dar, da  bisher nekei genetischen
Assoziationsuntersuchungen der humanen Cholestenidbstase bekannt sind. Lediglich in
Zwillingsuntersuchungen ist die Bedeutung von Mankaer Cholesterinhomdostase gepriift
worden. Dabei stellte man fest, dass das Mal} dete€terin-Absorption invers mit dele
novo Synthese von Cholesterin korreliert und sowohldkpson als auch Neusynthese durch

eine genetische Komponente beeinflusst werdeni@y# Miettinen 2002).
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Neben den bereits erwahnten Genpolymorphismen wudiech andere Arbeitsgruppen
weitere SNPs im HMGCR-Locus mit moglicher funktideeBedeutung identifiziert, die mit
den oben beschriebenen SNPs nicht oder nur im ggriD stehen. Im Rahmen von
pharmakogenetischen Studien konnte man nachwettsess, zwei SNPs (rs17244841 und
rs17238540) mit niedriger Frequenz des seltenergisA(< 5%) mit einer verminderten
Statinantwort assoziiert sind (Chasman et al. 2604uss et al. 2008). Die Datenlage, ob die
LDL-C- oder Gesamtcholesterinreduktion geringer féllis scheint hierbei nicht ganz
eindeutig (Donnelly et al. 2008). Beziglich statiabhé&ngiger LDL- oder
Gesamtcholesterinspiegel haben diese beiden SNRerbteine Assoziationen gezeigt und
konnten auch in der hier vorliegenden Arbeit nibbstatigt werden. Neueste Analysen in
grol3en Kohorten zeigen, dass das seltenere AllelebeSNPs fast ausschlie3lich in
homozygoten Tragern des haufigeren Allels des 8846662 vorkommt und beobachtete
Assoziationen somit vielmehr vom SNP rs3846662 abea konnten (Medina 2010).
Polymorphismen im HMGCR-Locus scheinen auch eindeRo der Tumorpravention zu
spielen. Es ist seit einiger Zeit bekannt, dassmghreren Tumorentitaten dieedback
Regulation der HMG-CoA-Reduktase gestort ist (Lams§996). Es wird daher diskutiert,
dass die Gabe von Statinen eine praventive Rolie -Sinne einer Risikoreduzierung an
bestimmten Tumoren zu erkranken (Poynter et al5SpO0Gpielen kdnnte. Vor kurzem konnte
in einem Kandidatengen-basierten Ansatz gezeigtleverdass der SNP rs12654264, welcher
wie oben beschrieben mit dem SNP rs3846662 und8Jb4 in starkem LD steht, mit der
Inzidenz von Kolorektalkarzinomen (KRK) assoziigst. In einer Fall-Kontrollstudie zur
Langzeittherapie mit Statinen in 3643 Probandemi@gezeigt werden, dass das haufigere
Allel A unter Statineinnahme sowohl zu einem sidgaifit geringeren Auftreten von KRK
fuhrt, als auch mit einer verstarkten Reduktion @1L-C unter Statingabe assoziiert ist.
Eine Assoziation zwischen KRK und dem Genotyp féin &SNP rs12654264 ohne Einnahme
von Statinen konnte nicht gezeigt werden (Lipkiale010).

Die aufgefihrten Ergebnisse zeigen, dass Genpopmsmen im HMGCR-Locus in
unterschiedlichsten Bereichen eine Rolle zu spiedeheinen. In Anbetracht der bisher
bekannten Publikationen zu Genpolymorphismen de&SBR-Gens kann behauptet werden,
dass der SNP rs7703051 und mit ihm in LD stehen@smpolymorphismen die
bedeutendsten Assoziationen zu verschiedenen uokeen Phanotypen darstellen. Weitere
nicht oder nur in schwachem LD stehende SNPs spakegenetische Faktoren ebenso eine

relevante Rolle.
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Nachdem die oben beschriebenen genetischen Adsoziaitersuchungen in dieser Arbeit
abgeschlossen waren, erfolgten weiterfihrende ioméile Analysen auf der Ebene der
Genexpression des HMGCR-Gens sowie der Proteinfunkier HMG-CoA-Reduktase.
Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass der SR@46662, welcher mit dem SNP
rs7703051 in starkem LD steht und sich im Intrord&8 HMGCR-Gens befindet, einen hoch
signifikanten Einfluss auf das alternati$plicingdes Exon 13 des HMGCR-Gens hat (p =
2,1 x 10"). Sowohlin vivo - Untersuchungein humanen Leberproben als auch in humanen
PBMCs zeigten eine starke Assoziation zwischem kaufigeren Allel A und einer relativen
sowie absoluten Zunahme Exon 13 - gesplicter HMQTatskripte. Diese Arbeit unterstitzt
somit die Befunde vom vitro - Experimenten, welche mittels einer Basenmutatioginem
Minigen-Konstrukt nachwiesen, dass die Effizienzs ddternativenSplicingsdes Exon 13
direkt vom Genotyp des SNP rs3846662 abhangt (Budthet al. 2008). Vermutlich
verandert der SNP die Bindungsstelle eines sogéamantronic splicing enhancereder
silencers (Matlin, Clark & Smith 2005) und verschiebt sondas Gleichgewicht des
alternativerSplicingsdes Exon 13 (Fu 2004). Eine Verifizierung der fiimkellen Bedeutung
des SNPs steht noch aus. Da alternati&dicing der humanen pra-mRNA Kkeine
Besonderheit sondern vielmehr Normalitat ist (Johnset al. 2003), konnte dieser
Mechanismus mit Hinblick auf die aufRerordentlichéuking signifikanter intronisch
gelegener SNPs (Hardy & Singleton 2009) in bishetffentlichten GWAs auch in anderen
neu ermittelten Loci eine entscheidende Rolle spiel

Das Protein HMG-CoA-Reduktase, welches durch dasGER-Gen exprimiert wird,
umfasst 888 Aminosauren. Das Exon 13 codiert diendséuren 522 bis 574 und verschiebt
im Falle einesSplicingsnicht den Leserahmen fiir das HMGCR-Gen. Die Aménosn 1 bis
339 sind sehr hydrophob und vermitteln Uber Tramsbrandomanen die Bindung des
Proteins an das ER. Die Aminosauren 340 bis 888 &imgegen recht hydrophil und
beinhalten ein ca. 80 Aminoséduren langes Verbinssitigk sowie den katalytisch wirksamen
Teil (Liscum et al. 1985). Die katalytischen Tdikdenin vivo hierbei Tetramere aus, welche
der Stabilisierung des Proteins dienen und den Ablermindern (Cheng et al. 1999).
Kristallographische Untersuchungen des katalytisotksamen Teils in hochaufgereinigter
Form konnten zeigen, dass dieser aus drei groemaben besteht. Einer dieser Domanen,
die sogenannte L-Domane (Aminoséuren 528 - 5903eisr spezifisch fur das Enzym HMG-
CoA-Reduktase und dessen Funktion. N-terminale Asénren dieser Doméane bilden viele
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen zwei Monomewed eine stark konservierte

Sequenz (ENVIGXSI/LP) wirkt als Schlusselelementdie Dimerisierung und nachfolgende
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Oligomerisierung des Proteins. Des Weiteren wumgpiert, dass die Aminosaure 559 als
Protonenbonor fur das Zwischenprodukt Mevaldehyd fungiert (Istwanal. 2000). Somit
sind Aminosauren des Exons 13 wichtig fur die Fiomdlitat des Enzyms und eBplicing
des Exons 13 konnte das Ablaufen der enzymatiséhemktion verringern oder sogar
verhindern. Diese Hypothese wird zum einen durchASWestutzt, welche das haufigere
Allel A des SNP rs3846662 oder eines anderen irstdbenden SNPs mit erniedrigten LDL-
C-Spiegeln (vgl. S. 101 f.) bzw. — wie in der vedgenden Studie — mit erniedrigten
Lanosterolspiegeln assoziieren. Zum anderen konateh funktionelle Untersuchungen
Hinweise fur diese Hypothese geben. Burkhardt .e(28I08) zeigten, dass die Transfektion
des kompletten HMGCR-Transkriptes in UT-2 Zelllmje welche konstitutiv keine
enzymatisch aktive HMG-CoA-Reduktase exprimiererogMy et al. 1983), dazu fuhrt, dass
diese Zellen ohne Mevalonat-Supplementierung Ubene UT-2 Zelllinien mit einem
transfizierten inkompletten HMGCR-Transkript ohneok 13 gehen jedoch ohne Mevalonat-
Zugabe zugrunde. Genotypassoziierte Unterschied&mleymaktivitat in lymphoblastoiden
Zellen konnten nicht ermittelt werden. Im Rahmenn vbntersuchungen ohne einen
genetischen Ansatz wurde geprift, ob eine Deregulatier HMG-CoA-Reduktase das
Wachstum von Tumoren fordert. Hierfir wurden Gemeggionskonstrukte, welche das
vollstandige (cHMGCR-FL) oder das Exon 13 - gedplikatalytische Zentrum (cCHMGCR-
D13) ektopisch exprimieren, in unterschiedliche llifeén transfiziert. In verschiedenen
funktionellen Versuchsreihen mit HepG2-Zellen, sfanmierten MCF7breast carcinoma
Zellen und nicht-transformierten MCF10#east carcinom&ellen konnte kein Unterschied
zwischen der Transfektion des einen oder des zwedftenstruktes festgestellt werden.
Dagegen konnte in murinen Knochenmarkszellen unaleie Leberzellen ein onkogenes
Potential des cHMGCR-FL- aber nicht des cHMGCR-Kstruktes ermittelt werden.
Somit bleibt offen, ob es einen Unterschied in Benktionalitdt zwischen beiden Protein-
Isoformen gibt (Clendening et al. 2010).

Weiterhin wurde die Effizienz einer Statinmedikatimit SNPs im HMGCR-Gen assoziiert.
Unter Statin-Gabe konnten Medina et al. (2008) esowlie bereits oben erwahnte
Arbeitsgruppe um Lipkin et al. (2010) zeigen, ddas haufigere Allel A des SNP rs3846662
bzw. SNP rs 12654264 mit einer starkeren Hochréigulaler Expression des vollstandigen
als des Exon 13 - gesplicten HMGCR-Transkripteoamst ist. Die Bedeutung dieses
Befundes ist unklar, zeigt aber, dass womdoglichtemeinoch unbekannte Faktoren einen
Einfluss auf die Effizienz des alternativBplicingshaben. Im Rahmen der Studien der beiden

Arbeitsgruppen wurde auch untersucht, ob die LDR&tuktion durch Statine infolge des
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alternativen Splicings verandert wird. In einer Kohorte von 170 immortaliten
Lymphozytenlinien konnte zunachst gezeigt werdassdrermehrtes alternativéplicingdes
HMGCR-Gens vor der Inkubation mit Statinen mit eiverstarkten Expression des LDL-
Rezeptors assoziiert ist (Medina et al. 2008) uodhis — im Falle einer fehlenden
enzymatischen Aktivitat des alternativ gesplictant€ins — den von Goldstein und Brown
beschriebenen  Regulationsmechanismus der intréaellu Cholesterinhomdostase
widerspiegelt (vgl. 1.1.3.). Die gleiche Arbeit g ebenso, dass bei Inkubation mit
Simvastatin vorrangig das vollstandige Transkript liymphozyten mit homozygotem
haufigerem Allel A/A hochreguliert wird, jedoch hicdas Exon 13 - gesplicte. Medina et al.
(2008) zeigten weiterhin, dass Patienten, derenphomytenkulturen verstarkt Exon 13 -
gesplicte Transkripte exprimieren, schlechter atéti®e ansprechen und die LDL-C-
Reduktion geringer ausféllt. Die gezeigten Untensumgen dazu sind aber zum Teil
widerspruchlich. Die Kohorte von 944 Probanden,clel Simvastatin Gber einen Zeitraum
von vier bzw. sechs Wochen einnahmen, bestand %u &% Personen afro-amerikanischer
Herkunft. Diein vitro - Untersuchungen der HMGCR-Expression und Enzyivitéit fanden
hingegen in einer Lymphozytenkohorte mit 65% afnoeakanischem Anteil statt. Die
Frequenz fur das Allel A des SNP rs3846662 betmgPopulationen mit européischem
Hintergrund ca. 55%, in denen mit afrikanischemtefigrund ca. 10%. Schlief3lich ist das
LD-Muster beider Populationen nicht vergleichbar,dass der genetische Hintergrund der
Statistik in dieser Arbeit fragwiirdig erscheint.daer gleichen Arbeit wurde gezeigt, dass ein
knockdown vollstandiger HMGCR-Transkripte mittels siRNA in yaphozyten mit
sukzessiver Anreicherung der Exon 13 - gesplictemdkripte zu einer geringeren Inhibition
der Enzymaktivitat infolge einer Simvastatin-Inktiba fuhrt. Dies suggeriert die Hypothese,
dass Proteine, welche aus Exon 13 - gesplictensKrgaten translatiert werden, weniger gut
auf Simvastatin ansprechen und somit der Grundi&ibeobachtete geringere Statineffizienz
sind. Es erklart jedoch nicht den Widerspruch dergestellten Arbeit, dass einerseits
vermehrtes alternativesplicingdes HMGCR-Gens vor der Inkubation mit Statinen emier
verstarkten Expression des LDL-Rezeptors assozsgrhingegen eine relative Anreicherung
Exon 13 - gesplicter Transkripte im vitro - Experiment aber nicht zu einer gleichwertigen
Hochregulation von LDLR fuhrt. Lipkin et al. (201@eigten in ihren Untersuchungen
ebenso, dass bei einer Kultivierung von KRK-Zeidim mit dem haufigerem Allel A unter
Statinzugabe die Zunahme der Expression des vudligién Transkriptes héher ist als die des

Exon 13 - gesplicten Transkriptes im Vergleich zZeKZelllinien mit dem selteneren Allel
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G. Diesen Effekt konnten sie mit verstarkter LDLR@duktion assoziieren und somit die von
Medina et al. (2008) aufgestellte Hypothese deenschiedlichen Statinsensitivitat stitzen.
Auf Grundlage dieser beiden Arbeiten kann somitaogtet werden, dass die Exon 13 -
gesplicte Form des Proteins keine oder nur einmgerenzymatische Potenz besitzt. Es ist
aber nicht geklart, warum unter Statingabe ein srdeffekt — im Sinne einer Statinresistenz
mit erhohter Aktivitdt — beobachtet werden kannledlings ist festzustellen, dass die
bisherigenin vitro - Untersuchungen dan vivo - Zustand nur unzureichend widerspiegeln.
Zwar wiesen einige Untersuchungen der Arbeitsgruppdhardt et al. 2008 starke Indizien
fur eine fehlende Aktivitat des Exon 13 - gesplictroteins auf, doch wurde das
experimentelle Design derart gestaltet, dass vetetenUT-2 Zellen nur Homotetramere des
Enzyms ausbilden konnten. Aufgrund des hohen welatiAnteils Exon 13 - gesplicter
Transkriptein vivo — wie in der hier vorgestellten Arbeit in zwei sehniedenen Geweben
gezeigt wurde — kann man jedoch davon ausgehes,d#ssEnzymn vivo in der Regel zu
Heterotetrameren oligomerisiert. Somit gestalteh sier gesamte Sachverhalt wesentlich
komplexer und ist vielleicht auch der Grund fir dig den ersten Blick widersprichlichen
Befunde in den Experimenten unter Statingabe.

Die hier vorgestellte Arbeit prifte, ob mit dem G&p assoziierte Unterschiede der
Enzymaktivitatin vivo bestehen. Weder in dieser Arbeit dargelegteivo Messungen der
Enzymaktivitat in Leberproben noch in PBMCs konnédlerdings signifikante Unterschiede
darstellen. Die Ursachen dafiir scheinen vielfalgerseits war die beobachtete Differenz
des alternative®plicingzwischen den Genotypen A/A und G/G (im Mittel 2-3¢©sentlich
geringer als bein vitro - Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. Andetsrbeitragt die
IntraassayVariation ca. 7%, die intraindividuelle Variabdit ca. 6% fiur den verwendeten
Aktivitatsassay (Harwood, Jr., Schneider & Stacpdd84). Mdgliche Aktivitatsunterschiede
hatten vermutlich auch bei genauer Einhaltung dpsrementellen Protokolls nur in grél3eren
Kohorten gemessen werden kdonnen, um die entspreéeh&atistischd®ower zu erhalten.
Zwar sind Leberproben aufgrund ihrer Funktion inpidstoffwechsel zur Untersuchung der
HMG-CoA-Reduktase gut geeignet, doch bedarf es raofy der Komplexitat des
Versuchsaufbaus einer entsprechenden Qualitat dégan®ytik, um eine vergleichbare
Viabilitdt aller Proben zu erhalten. Auf diese battie vorliegende Arbeit aufgrund der
externen Entnahme allerdings keine Einflussmogkahiind daher war die Enzymaktivitat
nur sehr gering ausgepragt. Fur weitere enzymaisciivo - Untersuchungen in anderen

Zelltypen konnten in der vorliegenden Arbeit nurNRBs gewonnen werden. Allerdings ist
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die Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase in periphereneukozyten stark supprimiert
(Fogelman et al. 1975) und die Detektion von Umfeiesden somit bedeutend schwieriger.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um dghéiigen Hypothesen des alternativen
Splicingsin Bezug auf die Funktion des vivo - Enzyms zu prufen. Eine Mdglichkeit ware,
verschiedene Homo- und Heterotetramere des Enaymesner Form anzureichern, um dann
daran Untersuchungen durchzuflhren. Auch kdnnte Tnansfektionsversuche in HMGCR-
defizienten Zelllinien mit beiden Transkripten dufithren, wobei man durch variable
Uberexpression eines von beiden Transkripten viesdehe Transkriptverhaltnisse schafft.
Ein anderer Weg wére die Transfektion nur einesikaptes z.B. in HepG2-Zellen &hnlich
der Methode von Clendening et al. (2010), um dieprEssion dieses Transkriptes
hochzuregulieren. Da das Enzym sehr stark konserise und zwischen verschiedenen
Spezies nur wenige Aminosauresubstitutionen best@heskey & Stevens 1985), kdnnten
schlie3lich Aktivitdtsbestimmungen des Enzyms irbémproben z.B. im standardisierten
Modell mit Nagern neue Erkenntnisse bringen. Dieidosauresequenz fir das Exon 13 im
Speziellen stimmt zum Beipiel zwischen Maus und 8ébniberein. Zwar ist eine Translation
eines Versuches auf andere Spezies speziell imidBeder Genexpression nicht ohne
weiteres mdoglich, doch gibt es Erkenntnisse, dasshdnismen fir die Regulation des
alternativenSplicingspeziestbergreifend hoch konserviert sind (Irietial. 2009) und somit
eine enzymatische Analyse beider SplicevariantenHMG-CoA Reduktase in Erwagung

gezogen werden sollte.

Im Rahmen der funktionellen Untersuchungen der SNPEMGCR-Bereich konnten keine
weiteren Veranderungen der Genexpression ermitteitden. Eine Haploblock-Analyse
zeigte, dass der SNP rs17562686 mit verschiedenderen SNPs Uber den gesamten
HMGCR-Locus in au3erst starkem LD steht, doch eotevach signifikante Assoziation des
SNP rs5909 mit der Genexpression von HMGCR in 9&&h&hden der LE-Heart-Kohorte
konnte nicht funktionell begriindet werden. Wedenrke ein Reportergenassay nachweisen,
dass ein SNP im Bereich des Promotors einen Emflugf die Genexpression besitzt
(Porcellini et al. 2007), noch lieferte die vorlegle Arbeit stichhaltige Hinweise, dass der
SNP rs5909 und andere SNPs im Bereich des StopprSanen Einfluss auf die Stabilitat
des untranslatierten 3"-Bereiches haben. Weiterhirde in der vorliegenden Arbeit eine
Sequenzierung des promotornahen Bereiches des HM&&R durchgefihrt. Dieser zeigte
einen bis dato unbekannten SNP auf, der aber wed#sr CARLA- noch in der LE-Heart-

Kohorte eine signifikante Assoziation zu den Ph@oet Serum Lanosterol, TC, LDL-C und

- 109 -



4 Diskussion

HDL-C erreichte. Auch hatte dieser SNP keinen $ikkpien Einfluss auf die Expression des
HMGCR-Gens in PBMCs der LE-Heart. Somit konnte rur den Primar-SNP der
kombinierten Analyse rs7703051 eine Assoziationdait Genexpression des HMGCR-Gens

ermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden SNPs des HMGCRuU auf eine Assoziation zur
Auspragung einer Atherosklerose und KHK in der L&aH Kohorte untersucht. Es zeigte
sich hierbei keine statistische Signifikanz beieeinder gemessenen Parameter (u.a. Intima-
Media-Dicke der Aa. carotidae; Anzahl, Grad und teiung von Stenosen in den
Herzkranzgefalen). Mehrere Studien mit zum Teilendikgh groReren Fallzahlen konnten
jedoch nachweisen, dass SNPs innerhalb des HMGGR-Gait Endpunkten der
Atherosklerose assoziiert sind. In einer Kohorte 8819 Japanern konnte das seltenere Allel
des SNPs rs3846662 sowohl mit erhéhtem LDL-C alghaunit einem erhohten
Myokardinfarktrisiko ¢dds ratio1,15, 95% Kl 1.04 - 1.28; p = 0.0075) assoziieeraen
(Hiura et al. 2010). Eine europaische Kohorte i021 Probanden weist bei Probanden mit
dem selteneren Allel des SNPs rs17238540 ein vetegeAuftreten von Schlaganfallen auf
(odds ratio 1,44, 95% KI: 1.05 - 1.97, p = 0.025) jedoch kerrhthte Inzidenz anderer
Endpunkte der Atherosklerose (Freitas et al. 20D@gegen konnte eine andere Studie mit
26.864 Probanden nur einen Trend zwischen einem 88&iPin starkem LD mit rs3846662
steht, und der KHK aufzeigen bei deutlicher Sidgaifiz der oben beschriebenen Variationen
des LDL-C (Waterworth et al. 2010). Die letztgen@nKohorte bildet allerdings eine Meta-
Analyse von insgesamt neun Einzelstudien ab, weickbesondere in der Definition der
KHK stark voneinander abweichen. Schlie3lich simddseser Stelle zwei aktuelle Meta-
Analysen des C4D- und CARDIoGRAM-Konsortiums gertaimder ersten konnten in mehr
als 70.000 Probanden 16 Loci mit der KHK assozimatden (The Coronary Artery Disease
(C4D) Genetics Consortium 2011). Unter diesen dexdSORT1-, LDLR- und PCSK9-Locus
auch mit Phanotypen der Dyslipidamie assoziiert, HRIGCR-Locus erreichte in diesem
Zusammenhang nicht das geforderte SignifikanznivBai zweite Meta-Analyse in mehr als
143.000 Probanden konnte 23 Loci mit der KHK asscan. Der ABO-, APOAl-, LPA-,
SORT1-, LDLR-, PCSKO9-Locus sind ebenso mit der pydimie assoziiert. Hingegen
zeigte der HMGCR-Locus auch hier keine SignifikéBzhunkert et al. 2011).

Wie bereits dargestellt, konnten mittlerweile gemat 95 Loci mit Veranderungen des

Lipid- bzw. Lipoproteinprofils im humanen Blut in évbindung gebracht werden. Vor
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Einfuhrung von GWAs wurden bereits Polymorphismeidl Loci ermittelt, die mit seltenen
monogenetischen Veranderungen des Lipidprofilszissbsind (vgl. 1.4.3.). Nach Prufung
aller SNPs im dreistufigen GWA-Modell der vorliegiem Arbeit konnte der bereits fur TC
und LDL-C bekannte HMGCR-Locus in Assoziation ménd Phanotyp Serumlanosterol
ermittelt werden. Eine Locusanalyse der 390.130 SSHi%s der ersten Stufe ergab weitere
folgende Assoziationen (p < 0,001) zu in LD stelen8NPs bereits bekannter Loci, welche
entweder in den folgenden Stufen nicht validienvbeepliziert werden konnten oder in der
ersten Stufe das festgelegte Signifikanzniveau por 3,16 x 16 (-log p > 4,5) nicht
erreichten, um in der zweiten Stufe analysiert zrden (vgl. 3.1.1.). Erstens konnte der
SORT1-Locus in der vorliegenden Arbeit fur TC re@rt werden (additives Modell: p = 1,1
x 10%), nachdem er bereits mehrfach mit LDL-C und TCoassrt wurde (Kathiresan et al.
2008; Teslovich et al. 2010). Zweitens konnte derTfAG, aber auch fir TC, LDL-C und
HDL-C bekannte TRIB1-Locus (Kathiresan et al. 2008k TC (rezessives Modell: p = 7 x
10% und Serumlanosterol (rezessives Modell: p = B¥) Bassoziiert werden. Drittens wies
der seit langem bekannte APOE-Locus (Rall, Jr. 1et1882) eine Replikation fir TC
(additives Modell: p = 1,3 x 1) auf. SchlieRlich konnte der NAT2-Locus (Tesloviehal.
2010) fur TC (additives Modell: p = 3 x 1P bestatigt werden. Bis auf den zuletzt
beschriebenen Locus ist die Funktion des im jegeiliLocus liegenden Genes im Rahmen
der Dyslipidamie mittlerweile bekannt (vgl. 1.3.2uhd 1.4.3.). Weiterhin wiesen die Loci
LACTB und LCAT in der ersten Stufe der GWA eine #zstion mit Serumlanosterol
(additives Modell: p = 8 x IH bzw. p = 9 x 1d) auf, verfehlten aber eine Replikation von
publizierten Phanotypen.

Die Hauptursachen fir den geringen Grad der Repling bekannter Loci sind sehr
wahrscheinlich in der geringen StichprobengrofRe 185 der genomweiten Untersuchung
begriindet, was zu einer niedrigen statistiscRemer fihrt (Hirschhorn & Daly 2005).
Mehrere frihe GWAs, wie z.B. eine GWA in déramingham Heart Studynit 1087
Probanden (Kathiresan et al. 2007) oderRimbetes Genetics InitiativEsaxena et al. 2007)
mit bereits 2758 Probanden konnten ebenso keinennRisikofaktoren identifizieren und erst
nachfolgende Studien, in denen mehr als 10.0009iGhaa et al. 2009) und schlie3lich mehr
als 100.000 Probanden (Teslovich et al. 2010) laittembinierter Analysen bzw. Meta-
Analysen ausgewertet wurden, fuhrten zum rapidestiég der Anzahl bekannter Loci.

Von den 41 fur mindestens ein Assoziationsmodédkse besten SNPs aus der ersten Stufe
konnten in der zweiten Stufe nur acht validiert degr. Zwar entsprach der statistische
Erwartungswert fur die Anzahl der falsch positiveNPs (500,000 x (-log p = 4,5) = 15,8)
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den beobachteten signifikanten SNPs je Assoziatiodgll in Stufe 1, trotzdem sei an dieser
Stelle erwéhnt, dass die Stufe 2 mit n = 1157 Rrdea nicht der Stichprobengrof3e (1,5- bis
2-fach der Stufe 1) entspricht, die aus statisiec@®rinden propagiert wird (Khor & Goh
2010;van den Oord & Sullivan 2003). Aus verschiee@rinden war dies allerdings in der
vorliegenden Studie nicht mdglich, was dazu geftibtien kdnnte, dass auch richtig positive
SNPs der ersten Stufe nicht die zweite Stufe padsaben. Bestes Beispiel hierfur ist der
SNP rs7703051, welcher als einziger in allen dtefed repliziert werden konnte und in der
kombinierten Analyse im additiven wie im rezessiwadell fir Lanosterol hoch signifikant
ist. Den Schwellenwert der zweiten Stufe passidigeer SNP im additiven Modell nicht, im
rezessiven Modell nur knapp. Mdglicherweise héattehaein noch liberalerer Schwellenwert
in der ersten Stufe zu weiteren Ergebnissen gefitathiresan et al. (2008), welche den
HMGCR-Locus fur den Phanotyp LDL-C als erste valitin, fihrten eine Replikation des
signifikantesten HMGCR-SNPs durch, nachdem dieséer DGI-Studie (n = 2758) einen p-
Wert von 4 x 10 erreichte und somit in einer fast doppelt so gno@udie um eine
Zehnerpotenz niedriger lag als dart-off der hier vorgestellten GWA (p < 3,16 x 30
Ebenso konnten viele Loci nicht repliziert werdetg aus der KORA-Kohorte neben
Lanosterol nur der Phéanotyp fur TC, nicht aberft -C, HDL-C und TAG vorlag. Von den
95 bekannten Loci sind 52 mit TC assoziiert undin#5 Loci ist TC das Hauptmerkmal. Da
in der hier vorliegenden GWA aufgrund der gering@izahl SNPs mit einer Frequenz des
selteneren Allels < 1% ausgeschlossen wurden, kanatich keine neuen Loci gemafd der
common disease rare variant hypothe@andhu et al. 2008) identifiziert werden, welche
einen deutlichen Teil der genetischen Variabilggklaren konnten und deren Bedeutung
vermutlich in naher Zukunft durch da600 Genome Proje¢Pennisi 2010) fassbar wird.
Schliellich handelte es sich beim vorliegendenesatgten Chip um einen reinen SNP-Chip.
Daher wurde der grof3e Bereich der CNVs (vgl. 1)48reits aufgrund des Studiendesigns
ausgeschlossen und konnte nicht analysiert werdéerdings scheinen CNVs eher bei
psychiatrischen Erkrankungen als bei der Dyslipigé@me grof3e Rolle zu spielen.

Einerseits ist in der Zusammenschau der hier veeties Daten eine Assoziation von SNPs
im HMGCR-Locus zu Phanotypen des Cholesterinstafhsels aber nicht zur
Atherosklerose geklart. Andererseits ist der HMGIGRus ein sehr gutes Beispiel, um den
Nutzen von GWAs zu demonstrieren. Zwar sind die etjisohen Effekte von
Genpolymorphismen bzgl. der Effektgrof3en fur Seamosterol (ca. 7%) und Serumspiegel

des LDL-C (1-4%) gering, doch steht mittlerweilee dedeutung der Medikamentenklasse
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der Statine in der Pravention und Therapie der KtdRer Frage. Obwohl es keine gesicherte
Assoziation des HMGCR-Locus mit der Auspragung rikélK gibt, kann durch die
Absenkung des LDL-C von 1 mmol/l mittels Statingalie 5-Jahresinzidenz der Endpunkte
einer KHK um 21% reduziert werden (Baigent et @l0%). Somit stellen GWAs eine sehr

wertvolle Methode zur Identifizierung neuer thenagpscher Zielstrukturen dar.
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5. Zusammenfasung der Arbeit
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Hypothese Genpolymorphismen beeinflussen sowohl den Gesaestierinspiegel als auch
die humane Cholesterinhomdostase und stellen dRibigofaktoren fur die Ausbildung einer

Koronaren Herzkrankheit dar.

Zielstellung: Genomweite Assoziationsstudien (GWASs) haben Imfest 100 Genloci mit

Varianzen im humanen Serumlipidprofil identifizietlichtsdestotrotz erklaren diese nur
einen geringen Teil der beobachteten Heritabili&#her wurden in der vorliegenden Arbeit
mittels einer mehrstufigen genomweiten Assoziastudie erstmals Genpolymorphismen
identifiziert, welche eine Assoziation zum subtilémtermediarphanotyp Serumlanosterol
und/oder Serumcholesterin aufweisen. Darauf folgtetersuchungen der Genexpression und
Proteinfunktion, um die funktionelle Bedeutung aingignifikanten Genpolymorphismus

aufzuklaren.
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Methoden: Im Rahmen einer dreistufigen genomweiten Assmriastudie wurden zunachst
in der Stufe 1 490.032 SNPs in 1495 Probanden I&RA-S3/F3-Kohorte mittels eines
GeneChip Mapping 500K Array Set (Affymetrix) beziagl der Phanotypen Serumlanosterol
und Serumcholesterin untersucht. Signifikante SN&slen in der Stufe 2 in 1157 disjunkten
Individuen der KORA-S3/F3-Kohorte und bei erfolgieer Validierung in der Stufe 3 in
1760 Individuen der CARLA-Kohorte uberprift. Ein tegflihrendedine mappingvon SNPs
im HMGCR-Locus wurde in 1760 Probanden der CARLARKde durchgefuhrt. Die
Validierung dieser SNPs erfolgte in 1895 ProbandenLE-Heart Studie. Die Bestimmung
der Serumkonzentrationen verschiedener Steroléesed vier Kohorten erfolgte mittels LC-
MS/MS. DNA-Sequenzierungen des PromotorbereichsHM&CR-Gens wurden in sechs
humanen Leberproben durchgefuhrt. Funktionelle tdothungen der Expression des
HMGCR-Gens erfolgten mittels qRT-PCR-Assays der ADdNis 51 humanen Leberproben
und 958 PBMCs von Probanden der LE-Heart Studieymaktivitditsmessungen der HMG-
CoA Reduktase mittels Anionenaustausch-Saulenchographie und Szintillationsmessung
unter Verwendung von [3!C]-HMG-CoA und [5°H]-Mevalonolakton erfolgten in Lysaten
aus 48 humanen Leberproben und 55 PBMCs von Prehatet LE-Heart Studie.

Ergebnissein Stufe 1 der dreistufigen GWA erreichten von 432 SNPs 45 ein liberales
Signifikanzniveau von p < 3,16 x POMittels eines Taggingalgorithmus wurden aus diese
SNPs 41 Genpolymorphismen zur weiteren ValidierungStufe 2 ausgewahlt. Hier
Uberschritten acht SNPs ein nominelles Signikareauwon p < 0,05. Schlief3lich konnte in
Stufe 3 nur der SNP rs7703051 im HMGCR-Locus furu8d¢anosterol repliziert werden,
welcher in einer kumulativen Analyse aller dreif8tueinen Signifikanzwert von p = 1,4 X
10%° erreichte. Des Weiteren wies dieser SNP in derutativen Analyse eine nominelle
Signifikanz von p = 0,04 flur Serumcholesterin dtihe darauffolgende kumulative Analyse
weiterer untersuchter SNPs im HMGCR-Locus wies afizchden SNP rs17562686 eine
signifikante Assoziation zu Serumlanosterol auf=(g,3 x 1°). Eine Haplotyp-Analyse in
der CARLA-Kohorte liel3 zunachst vermuten, dasshdiebachteten Effekte unabhangig und
additiv sind. Eine kombinierte Analyse zeigte jedodass beobachtete Assoziationen des
SNPs rs17562686 zum Teil durch LD zum SNP rs77039%&BArt werden kdnnen und der
SNP rs7703051 somit die wichtigste genetische Aatom des HMGCR-Locus darstellt. Es
konnte aber nachgewiesen werden, dass der SNP6A3% einen eigenstandigen Effekt zu
Serumlanosterol aufweist. Somit wird der SNP rs2B86 in der vorliegenden Arbeit

erstmals mit einem Phanotyp des humanen Lipidgragsoziiert. Eirfine mappingzur
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Bestimmung madglicher funktionell bedeutsamer SNiRsswden mit dem SNP rs7703051 in
starkem LD stehenden SNP rs3846662 im Intron 13HM&CR-Gens nach, der in CARLA
als auch in LE-Heart eine signifikante Assoziatin Serumlanosterol zeigte. Auch konnte
eine bereits bekannte Assoziation mit LDL-C beiiagjigerichteter EffektgrofRe in LE-Heart
ermittelt werden. Funktionelle Genexpressionsuntdrsngenn vivo in 51 Leberproben als
auch in peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) 968 Probanden der LE-Heart Studie
zeigten signifikante Assoziationen des SNPs rs38268um prozentualen Ausmald des
alternativen Splicings des Exon 13 der HMGCR-mRNA @ < 0,01 bzw. p = 2,1 x 10
ohne Auswirkungen auf die Gesamtexpression des HRIGENns zu haben. Weiterfiihrende
Untersuchungen der Enzymaktivitat der HMG-CoA Reds& in oben genannten humanen
Zellen erbrachten keine signifikanten ErgebnisseichA konnten keine Assoziationen
zwischen dem SNP rs3846662 und dem Ausmald einer KidKler LE-Heart Studie
nachgewiesen werden. Diise mappingn CARLA wies des Weiteren den SNP rs5909 nahe
des Stopp-Codons als auch mehrere SNPs im Prorneoéozb nach, die in sehr starkem LD
mit dem SNP rs17562686 stehen. Weiterfuhrende ioméle Untersuchungen wie oben
beschrieben als auch Untersuchungen der 3 -UTRsKrgotlAngen erbrachten keine
signifikanten Ergebnisse. Eine DNA-SequenzierurgjRi®mmotorbereichs ermittelte einen bis
dato unbekannten SNP. Aufgrund einer Allelfrequdarz Mutante von 2,2% erreichte dieser
in CARLA und LE-Heart keine Signifkanz in einem dertersuchten Phé&notypen oder in den

funktionellen Studien.

Zusammenfassundie vorliegende Arbeit untersuchte erstmalig determediarphanotyp

Serumlanosterol der Cholesterinhombostase im  Rahmemer genomweiten
Assoziationsstudie. Der SNP rs7703051 oder ein digsem in LD stehender SNP im
HMGCR-Locus konnten mit den Phanotypen Serumlanast8erumcholesterin und Serum
LDL-C assoziiert werden. Bereits bekannte Assoamn dieser Genpolymorphismen im
HMGCR-Locus mit LDL-C und Gesamtcholesterin konnggther auf Varianzen in der
Cholesterinbiosynthese zurlckgefihrt werden. DelP 87562686 konnte erstmals in einer
GWA mit einem Phanotyp des humanen Serumlipid@aefisoziiert werden.

Nachfolgende funktionelle Untersuchungen zeigtere daoch signifikante Assoziation des
SNPs rs3846662 mit Veranderungen im alternativditi8g des HMGCR-Gens auf. Dieser
SNP steht in starkem LD mit rs7703051. Ein sigmifiter Einfluss des alternativen Splicings
auf die Enzymaktivitdt oder eine Assoziation dieS&Ps mit der Auspragung einer KHK

konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abstract

Background:Genome-wide association studies (GWAs) have itledtalmost one hundred
genetic loci associated with variances in humamdliipid phenotypes including very low-
density lipoprotein cholesterol, low-density lipof®in cholesterol, high-density lipoprotein
cholesterol, total cholesterol and triglyceridegvBrtheless the revealed loci only explain a
small fraction of heritability and therefore a sidphenotype of cholesterol homoestasis was

examined in our study for the very first time.

Methods and ResultdJsing a multi-stage approach of a GWA, firstly,ganome-wide

analysis (Affymetrix 500K GeneChip) for serum lat@wsl and serum total cholesterol using
LC-MS/MS was conducted in 1495 participants of K@RA-S3/F3 cohort with subsequent
replication in two additional independent samplegiee the KORA-S3/F3 cohort (n = 1157)
and CARLA cohort (n = 1760). Two genetic variar88lP rs7703051 and rs17562686, in the
HMGCR locus were significantly associated with sedanosterol and showed similar effects
of elevated serum lanosterol for each minor aletenbined n = 4412: p = 1,4 x 1% +7,1%
and p = 4,3 x 18, +7,8%). Furthermore, rs7703051 showed a nomiasiktcal significance

to serum cholesterol (p = 0,04). A combined analysi both SNPs demonstrated that
observed associations of rs17562686 can be pagphaieed by LD with rs7703051 being the
primary polymorphism in that study. Nevertheles4,7662686 shows consistent independent
effects on serum lanosterol, thus being assoctatedlipid phenotype for the very first time.
The following SNP-fine mapping of the HMGCR locuasicarried out in the CARLA cohort
with subsequent validation in the LE-Heart cohort=(1895). The recently published SNP
rs3846662 being in tight LD with rs7703051 could dssociated with variances of serum
lanosterol in both cohorts and functiomalvivo studies of gen expression using gRT-PCR
assays demonstrated a highly significant assoaiatfohigher expression of alternatively
spliced HMGCR mRNA lacking exon 13 with homozygpdibr the rs3846662 major allele
in 51 human liver samples (p < 0,01) and 958 huPBMCs (p = 2,1 x 10). The overall
HMGCR gen expression was not affected. Further stigation of in vivo HMG-CoA
reductase enzyme activity in both human samples48 and n = 55) using anionic exchange
column chromatography and scintillation counting [8:**C]-HMG-CoA and [5°H]-
mevalonolacton did not show any significant resuttsaddition there was not any association
in the LE-Heart cohort between these SNPs anddkieldpment of CAD. Finally, rs7703051
could be replicated for already published total lesi®rol (combined n = 4412) and
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rs3846662 for LDL-cholesterol (LE-Heart n = 189Sjnce fine mapping in CARLA showed
several SNPs throughout the HMGCR locus being inviih rs17562686 we performed a
DNA sequencing of the extended 5-HMGCR promotgiae in six human liver samples. A
unknown SNP was discovered in the promotor butccowlt be associated with any of the
examined phenotypes mentioned above. The minde afeSNP rs5909 situated next to the
stop codon and being in high LD with rs17562686 weasociated with elevated serum
lanosterol and slightly reduced HMGCR gen expressiut further studies including the
above mentioned as well as measurement of 3’-UaRstript lengths using gRT-PCR assays

did not produce significant results.

Conclusion:The phenotype serum lanosterol could be assoartbdyenetic polymorphisms
(e.g. rs7703051) in the HMGCR locus. Thereforeaalyepublished associations of HMGCR
with total cholesterol and LDL-cholesterol can belained by variances of cholesterol
homeostasis. The SNP rs17562686 could be associatieca phenotype of human blood
lipids for the very first time.

Subsequent gen expression analyses demonstratemjhly fsignificant association of
rs3846662 with variant patterns of HMGCR altermatisplicing. A significant effect of
alternatively spliced protein on enzyme activitydam association of these SNPs with CAD

could not be shown.
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