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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Gallensteinleiden

Die Cholesterincholelithiasis ist eine weltweit sehr verbreitete und zudem héufig auftretende
gastroenterologische Erkrankung. In Deutschland ist das Gallensteinleiden durch eine hohe
Priavalenz von etwa 10% gekennzeichnet. Demnach leben in Deutschland {iber acht Millionen
Steintrdger, von denen jedoch nur 20 — 40% im Laufe der Zeit Symptome in Form von
kolikartigen Schmerzen im rechten Oberbauch, Fieber oder Gelbsucht entwickeln (1-3).
Cholesterinsteine, charakterisiert durch einen Cholesterinanteil von 70 — 80%, sind mit 80%
weitaus hdufiger vertreten als die aus polymerisiertem Bilirubin bestehenden Pigmentsteine,
die einen Bilirubinanteil von etwa 50% besitzen und sich nur bei 20% der Patienten
manifestieren. Die Standardtherapie des symptomatischen Gallensteinleidens ist die
laparoskopische = Cholezystektomie, so dass in Deutschland jdhrlich  140.000
Cholezystektomien durchgefiihrt werden. Durch stationdre Aufenthalte und Pflegetage
entstehen Kosten von liber 500 Millionen Euro pro Jahr (4, 5) . Das Gallensteinleiden ist
somit eine der kostenintensivsten gastroenterologischen Erkrankungen in Deutschland.

Effektive praventive MaBBnahmen stehen bisher nicht zur Verfiigung.

1.2 Pathogenese der Cholesterincholelithiasis

Cholesteringallensteine spiegeln einen Defekt der bilidren Cholesterinhomdostase wieder
(Abb. 1). Zur Zeit werden drei Pathomechanismen fiir die Entstehung und das Wachstum von
Gallensteinen verantwortlich gemacht (6-8): die Cholesteriniibersittigung der Galle, die
Hypomotilitdt der Gallenblase und die Storung des Gleichgewichts an kinetischen
Proteinfaktoren. Die primire pathophysiologische Fehlfunktion ist die Ubersittigung der
Galle mit Cholesterin (9). Im Zustand der Cholesteriniibersattigung ist die Galle nicht mehr in
der Lage, Cholesterin mit Hilfe der sezernierten Gallenséduren und Phospholipide, zumeist
Lecithin (Phosphatidylcholin), in einem Losungsgleichgewicht zu halten. Als Mal} der
Ubersittigung dient der Cholesterinsittigungsindex (CSI). Der CSI beschreibt das Verhiltnis
der Cholesterinkonzentration einer Gallenprobe zu der Konzentration, die in einer

Modellgalle gleicher Lipidzusammensetzung maximal geldst werden kann (10).
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Abb. 1 Bilidres Gleichgewichts-Phasendiagramm nach WANG und CAREY (11). In den Zonen
A und B prizipitieren Cholesterinkristalle bei niedrigen Phosphatidylcholin- bzw.
Cholesterinkonzentrationen. In den Zonen C und D treten nur Kristalle auf, wenn das

Verhéltnis von Cholesterin zu Phosphatidylcholin > 1 ist.

Die Ursachen der Cholesteriniiberséttigung konnen eine hepatische Hypersekretion von
Cholesterin, herabgesetzte Sekretionsraten der Leber fiir Gallensduren und Phospholipide
oder eine Kombination der genannten Funktionsstorungen sein. Ein Anstieg des bilidren
Cholesterins kann prinzipiell durch unterschiedliche Pathomechanismen verursacht werden
(9): eine gesteigerte hepatische Aufnahme von Low Density Lipoprotein (LDL), ein Anstieg
der de novo Cholesterinbiosynthese, ein herabgesetzter enzymatischer
Cholesterinkatabolismus zu Gallensduren durch die Cholesterin-7a-Hydroxylase (CYP7A1)
oder eine verminderte Speicherung als Cholesterinester. Zu den Hauptquellen bilidren
Cholesterins gehoren die hepatisch aufgenommenen Chylomikronen-Remnants und das High
Density Lipoprotein (HDL) (12, 13). Die Hypomotilitit der Gallenblase fiihrt zu einer
verldngerten Verweildauer der Galle in der Gallenblase; hierdurch werden Nukleation,
Prizipitation, Aggregation und Wachstum von Cholesterinkristallen begiinstigt (14, 15). Des
Weiteren wird die Entstehung und das Wachstum von Cholesterinkristallen durch eine Reihe
von Promotor- (a;-Glykoprotein, Aminopeptidase N, Immunglobulin G und M,

Phospholipase C) und Inhibitorproteinen (Apolipoprotein A, Immunglogulin A) beeinflusst
(16).
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1.3 Genetik der Cholelithiasis

Die Atiologie der Cholelithiasis konnte bis heute nicht vollstindig geklirt werden, doch
deuten die bisherigen Erkenntnisse auf eine multifaktorielle Genese hin. Fiir die Entstehung
von Cholesteringallensteinen wurden Risikofaktoren definiert. Hierzu zéhlen biologische
Faktoren, wie z.B. das Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus Typ 2, erniedrigtes HDL-
Cholesterin, und exogene Faktoren wie ein erhdhtes Korpergewicht in Folge falscher
Erndhrungsweise. Neben diesen schon lange bekannten Risikofaktoren weisen ethnische
Unterschiede und die familidre Haufung von Gallensteinen (17-20) auf eine genetische

Pradisposition hin.

Mit Hilfe der nicht invasiven sonographischen Diagnostik konnen heute genauere Angaben
tiber die Gallensteinprdvalenz in  Bevodlkerungsstichproben  gemacht  werden.
Epidemiologische Studien zeigen, dass sich die Gallensteinprdvalenz in verschiedenen
Populationen deutlich unterscheiden (21-23). Die hochsten Priavalenzen finden sich in Europa,
mit einer Steinprdvalenz von ca. 20% in Deutschland (24, 25), sowie in Nord- und
Stidamerika (26). In Asien hingegen treten Gallensteine wesentlich seltener auf (27-30).
Afrika stellt den Kontinent mit den niedrigsten Steinprdvalenzen von ca. 1% dar (31). Die
beschriebenen geographischen Unterschiede spiegeln zum einen die unterschiedlichen
Erndhrungs- und Lebensgewohnheiten, zum anderen aber auch die genetische Pridisposition
verschiedener ethnischer Gruppen wider. Deutlich wird dies an der auBBergewdhnlich hohen
Priavalenz bei nordamerikanischen Indianerstimmen, zu denen vor allem die Pima-Indianer
mit einer Gallensteinprivalenz von iiber 70% bei Frauen zwischen dem 25. und 35.

Lebensjahr zdhlen (32, 33).

Um einen Aufschluss iiber den Einfluss genetischer Risikofaktoren auf das Gallensteinleiden
zu gewinnen, wurden Familien- und Zwillingsstudien durchgefiihrt, die eindeutige Hinweise
auf eine genetische Determination zeigen konnten. Familienmitglieder mit einer positiven
Familienanamnese haben ein signifikant (3:1) hoheres Risiko, ebenfalls Gallensteine zu
entwickeln (34-36). In der Literatur sind nur wenige Zwillingsstudien zur Cholecystolithiasis
zu finden. KESANIEMI et al. (37) fanden unter finnischen Zwillingen zwei konkordante Paare
unter fiinf eineiigen Zwillingen (EZ), jedoch kein konkordantes Paar unter drei zweieiigen
Zwillingen (ZZ) mit Gallensteinen. Zudem beschrieben KESANIEMI et al. eine signifikante

Korrelation der Cholesterin- und Cholséurekonzentration bei EZ (r = 0,73: p < 0,01), nicht



Einleitung 4

aber bei ZZ (r = -0,02: p > 0,05) (37). In Tab. 1 sind Untersuchungen an Zwillingen zur
Cholelithiasis zusammengefasst. Diese Ergebnisse unterstreichen die genetische Relevanz bei
der Cholelithiasis, jedoch weist die relativ niedrige Konkordanz bei EZ auf die gleichzeitige

Bedeutung exogener Faktoren hin.

Tab. 1 Zwillingsuntersuchungen zur Cholelithiasis

EZ 77
konkordant diskordant konkordant diskordant Studie
F M F M F M F M
2 0 3 0 0 0 1 1 (38)
0 0 2 1 0 0 1 3 (39)
7 11 3 34 (40)
9 14 4 38 (41)
3 4 0 6 (42)
2 3 0 3 (37)
23 38 7 87 >
23/61 (38%) 7/94 (7%) Konkordanz

Innerhalb des menschlichen Genoms konnten bisher zahlreiche Varianten einzelner Gene, so
genannte Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), identifiziert werden (43). Ein genetischer
Polymorphismus ist als Austausch einzelner Basen innerhalb eines Gens definiert. Dieser
Austausch fiihrt zu unterschiedlichen Zustandsformen (Allele) und somit zu einem
polymorphen Erscheinungsbild des Gens. Liegt ein SNP in einer kodierenden Sequenz, kann
er einen Aminosdureaustausch hervorrufen und die Proteineigenschaften verdndern, die
wiederum Funktionsstorungen in komplexen Stoffwechselwegen bewirken konnen. Auch
SNPs in nicht-kodierenden Sequenzen (z.B. Introns) kdnnen als genetische Marker verwendet
werden.

Fall-Kontroll-Studien bieten einen viel versprechenden Ansatz zur Untersuchung von
krankheitsrelevanten genetischen Varianten (44). Insbesondere komplexe polygene
Erkrankungen, bei denen eine Vielzahl von Faktoren wie z.B. Umwelteinfliisse, variable
Penetranz und Gen-Gen-Interaktionen eine Rolle spielen, konnen in einer Fall-Kontroll-
Studie systematisch analysiert werden. Methodisch wird in einer Fall-Kontroll-Studie einer
erkrankten Person (Fall) eine gesunde Person (Kontrolle) zugeordnet. Man vergleicht die

Haufigkeiten eines entsprechenden Merkmals zwischen erkrankten (Gallensteintrager) und
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gesunden (keine Gallensteine) Personen. Um mdgliche bekannte Einflussvariablen
auszuschlieBen, besteht die Mdoglichkeit, fiir einzelne Merkmale innerhalb des Kollektivs zu
matchen. In dieser Arbeit wurde fiir die bereits bekannten lithogenen Risikofaktoren Alter,
Geschlecht und body mass index (BMI) gematcht. Um zu iiberpriifen, ob eine Assoziation
zwischen Polymorphismen und einer genetisch determinierten Erkrankung vorliegt, versucht
man signifikante Hiufigkeitsunterschiede fiir das Auftreten eines SNPs zwischen Féllen und

Kontrollen nachzuweisen.

Bisher wird der Einfluss von APOE als Kandidatengen auf die Pathogenese der
Cholesteringallensteine kontrovers diskutiert. So ist die Isoform E4 als ein Risikofaktor fiir
die Gallensteinentstehung (45), aber auch fiir das Rezidiv von Gallensteinen nach
erfolgreicher StoBBwellen-Lithotripsie identifiziert worden (46, 47). APOE spielt als Ligand
fiir die LDL-Rezeptor Familie eine zentrale Rolle im Cholesterinmetabolismus. Drei in der
Bevolkerung hiufige Isoformen (E2, E3, E4) wurden bislang identifiziert. Die Variationen
resultieren aus einem Austausch zwischen Arginin und Cystein an den Codon-Positionen 112
und 158 der Rezeptorbindungsstelle des Apolipoproteins. APOE2 besitzt an beiden
Positionen Cystein, APOE4 an beiden Positionen Arginin und APOE3 an der Position 112
Cystein und an der Position 158 Arginin. Aufgrund des kodominanten Vererbungsmodus
ergeben sich sechs mogliche Phénotypen: E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 und E4/4. Dieser
Variation auf Proteinebene geht ein Unterschied auf chromosomaler Ebene voraus. Das Gen
APOE besitzt unterschiedliche Auspragungen (Allele €2, €3 und €4). Die Kombination dieser
drei moglichen Allele fiihrt zu den oben beschriebenen Phinotypen. BERTOMEU et al. (45)
zeigten, dass die relative Allelfrequenz von €4 bei Gallensteinpatienten erhoht war. Diese
Beobachtung konnte in anderen Studien nicht bestdtigt werden. Jedoch lieBen sich ein
erhohter Cholesteringehalt in Gallensteinen (48), eine erhohte Rezidivrate (46, 47) und eine
Beschleunigung der Kristallisation sowie eine grolere Anzahl von Gallensteinen (49)
nachweisen. Der Effekt von APOE4 konnte hierbei auf einer gesteigerten hepatischen
Aufnahme von Chylomikronen-Remnants, einer vermehrten intestinalen Cholesterin-

Absorption oder einer Abnahme synthetisierter Gallensduren beruhen (50).

Ein weiteres polymorphes Kandidatengen, das Cholesterinester-Transferprotein-Gen (CETP),
greift ebenfalls in den Plasmalipidmetabolismus ein, indem es Cholesteinester und
Phospholipide von HDL- auf VLDL- und LDL-Partikel iiberfiihrt und die Plasma-HDL-
Konzentration reguliert. Nach Genotypisierung des Tag/B-Polymorphismus des CETP-Gens
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konnte eine signifikante Assoziation zwischen Triagern des Genotyps B2B2 und dem

Auftreten von Gallensteinen gefunden werden (51).

In einer chinesischen Population wurde fiir einen Polymorphismus im Gen des LDL-Rezeptor
(LDLR), der LDL-Partikel endozytotisch in periphere Zellen aufnimmt, eine Assoziation mit
Gallensteinen nachgewiesen (52). Des Weiteren konnte in einer chinesischen Studie gezeigt
werden, dass der Xbal Polymorphismus im Apolipoprotein B-Gen (APOB) mit der

Cholelithiasis assoziiert war (53).

Das CYP741-Gen kodiert fiir die Cholesterin-7a-Hydroxylase, welches das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der hepatischen Gallensdurebiosynthese aus
Cholesterin ist. In einer mexikanischen Population war ein Polymorphismus im CYP741-Gen
bei Miannern mit symptomatischen Gallenblasenerkrankungen assoziiert (54). PULLINGER et
al. (55) beschrieben eine Familie, in der eine frame shift Mutation im CYP741-Gen zum
Verlust der Enzymaktivitit, echdhten LDL-Cholesterinspiegeln und einer reduzierte Sekretion
von Gallensduren fiihrt. Fiir das Gen des kanalikuldren Lezithin-Transporters (4BCB4)
wurden ebenfalls Assoziationen mit der Cholesterincholelithiasis nachgewiesen. Abcb4-
Knockout-Méuse, bei denen die Phosphatidylcholinflippase ausgeschaltet wurde, entwickeln
intrahepatische Gallensteine (56). Das fehlende Phosphatidylcholin fiihrt zur Uberséttigung
der Galle mit Cholesterin, so dass Cholesterinkristalle prézipitieren. Auflerdem konnten

kiirzlich bei einzelnen Gallensteinpatienten Mutationen im ABCB4-Gen identifiziert werden

(57).
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1.4 Identifizierung muriner Gallensteingene

Murine Gallensteingene wurden durch 1 2 3 4 5
o . ¢ [ @
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Abb. 2 Die murine Gallensteinkarte. Kandidaten-
gene und QTLs fiir die Cholesterincholelithiasis

nach LAMMERT et al. (58).
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Im Mausmodell identifizierte Kandidatengene konnen nicht vorbehaltlos auf den Menschen
iibertragen werden. Die hohe genetische Verwandtschaft zwischen Mensch und Maus sowie
die phianotypischen Gemeinsamkeiten der Steinentstehung, legen jedoch nahe, die orthologen
humanen Gene zu untersuchen. Es wurden bisher 5 Lith-Loci identifiziert, deren genetische
Marker mit dem Auftreten von Gallensteinen assoziiert sind (58). In Tab. 2 sind die Lith-Loci
1-5 mit ihren Gallensteinkandidatengenen und ihren chromosomalen Lokalisationen

zusammengefasst.

Tab. 2 Murine Gallenstein-QTLs und ihre Kandidatengene

QTL-Bezeichnung | Mauschromosom Kandidatengene Gensymbol
Gallensdurenexportpumpe Abcbll
Lithl 2 ‘
LDL receptor-related protein 2 Lrp2
Multispezifischer organischer
Lith2 19 . Abcc?2
Anionentransporter
Lith3 17 Organischer Kationentransporter Slc22al
Lith4 X 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Nsdhl
Lith5 9 Hepatische Lipase C Lipc

Lithl, auf dem murinen Chromosom 2, erreichte den hochsten Logarithm of the Odds ratio
(LOD-Score, ein Mall fiir die Kopplungswahrscheinlichkeit) und umfasst zwei in der
Gallensteinpathogenese moglicherweise relevante Gene: das Gen der hepatischen
Gallensdurenexportpumpe Abcbll und das Gen des Low Density Lipoprotein Receptor
Related Protein 2 (Lrp2).

ABCBI11 gehort zur Familie der ABC-Transportergene und wurde aufgrund der
Verwandtschaft zu der MDR P-Glykoprotein Familie zuvor als Sister of P-Glycoprotein
(SPGP) bezeichnet (59). ABCBI11 wird vorwiegend in der Leber exprimiert und transportiert
ATP-abhingig monovalente Gallensduren iiber die kanalikuldre Hepatozytenmembran in die
Gallekanalikuli. Eine Verdnderung der Proteinstruktur, der Regulation oder der Expression
der Gallensdurenexportpumpe fiihrt zu einer Stérung der bilidren Lipidhomdostase, die sich

als progressive familidre intrahepatische Cholestase (PFIC) manifestieren kann (60).

Ein weiteres Gen im Lithl-Locus ist das Lrp2-Gen. Dieser Rezeptor gehort zur LDL-

Rezeptorgen-Familie und besitzt eine der groften extrazelluldren Proteindoménen (61). Initial
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wurde der Rezeptor als wichtigstes Autoantigen bei der Heymann-Glomerulonephritis
entdeckt (61, 62). Die HEYMANNsche Nephritits wurde an Ratten in einem experimentellen
Modell induziert. Ausldser sind sowohl Antigene, gewonnen aus dem Biirstensaum des
renalen proximalen Tubulus, als auch Antikorper gegen diesen Biirstensaum. Als auslosendes
Antigen wurde LRP2 in einem Komplex mit dem Rezeptor assoziierten Protein (RAP)
identifiziert. Frithere Bezeichnungen fiir LRP2 waren Glykoprotein 330 (GP330) oder
Megalin (62). LRP2 wird vornehmlich im Ileum, den proximalen Tubuli der Niere, in der
Lunge und im Ventrikelsystem des ZNS exprimiert. Extrazelluldre Liganden fiir LRP2 sind
unter anderem APOE, APOB, Vitamin-D bindendes Protein und retinal bindendes Protein.
Megalin ist fiir die Entwicklung des Frontalhirns notwendig (63), spielt aber nicht nur im
zentralnervosen Fettstoffwechsel eine entscheidende Rolle, sondern konnte auch im
hepatischen Cholesterinmetabolismus relevant sein. LRP2 bindet Liganden, die im
Lipidmetabolismus (APOE) sowie in der Homdostase lipophiler Hormone (Vitamin-D
bindendes Protein) eine Rolle spielen. Die Aufnahme von Cholesterin, Lipoproteinen und
Lipasen durch epitheliale Gewebe (Niere, ZNS, Lunge und Intestinum) iiber LRP2 kann

moglicherweise den Lipidmetabolismus beeinflussen (64, 65).

Zudem ergaben die murinen Genomanalysen mit dem hepatischen HDL-Rezeptor (Srb1) auf
Chromosom 5 und 4poe auf Chromosom 7 weitere QTL-Kandidatengene. Nach adenoviraler
Uberexpression von Srbl zeigten Inzuchtmiuse signifikant erniedrigte HDL-Plasma-
Konzentrationen und erhohte bilidre Cholesterinspiegel (66, 67). Gallensteinsuszeptible
Miuse wiesen zudem eine Uberexpression von Srb/ gegeniiber gallensteinresistenten Miusen
auf. Schon vorangegangene Studien lieBen einen moglichen Zusammenhang zwischen dem
HDL-Metabolismus, Srb/ und Gallensteinen erkennen. MARDONES et al. (68) untersuchten
Srb1-Knock-out Méuse mit dem Ergebnis, dass selektiv die bilidre Cholesterinsekretion
herabgesetzt ~wurde, wobei keine  Verdnderungen der Gallensduren- bzw.
Phospholipidsekretion auftraten. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der Scavenger
Rezeptor BI auch vom Gallenblasenepithel exprimiert wird (69). Die Expression des HDL-
Rezeptors in Cholangiozyten konnte eine Rolle bei der Regulation der Cholesterinabsorption
und — homdostase spielen. In einem spanischen Patientenkollektiv konnte ACTON et al. (70)
drei Polymorphismen identifizieren, die mit dem BMI, dem HDL- und dem
Triglyzeridspiegel assoziiert waren. Diese Erkenntnisse sprechen ebenfalls fiir eine potentielle
Rolle des hepatischen Scavenger Rezeptors BI im hepatobilidren Cholesterinmetabolismus

und der Gallensteinentstehung.
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1.5 Ziele der Arbeit

Die Identifizierung von potenziellen Kandidatengenen fiir die Entstehung und das Wachstum
von Cholesterinsteinen im Mausmodell eréffnet die Moglichkeit, die zuvor noch nicht bei

Gallensteinpatienten untersuchten orthologen humanen Gene zu testen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Assoziationen zwischen der Cholesterincholelithiasis bzw.
lithogenen Risikofaktoren und genetischen Varianten in humanen Kandidatengenen zu

identifizieren und charakterisieren.

Zundchst sollten Polymorphismen in viel versprechenden Kandidatengenen ausgewdhlt
werden. Hierfiir wurde auf die murine Gallensteinkarte zuriickgegriffen. Die bereits in der
Maus identifizierten Lith-Gene (Abcbll, Lrp2, Lipc und Srbl) wurden herangezogen, um
genetische Varianten in den orthologen humanen Genen zu identifizieren und zu typisieren.
Weiterhin sollten Polymorphismen attraktiver humaner Kandidatengene aufgenommen
werden, Uber die bereits in der Literatur oder in Datenbanken Informationen bestanden.
Entscheidend waren hierbei Angaben zu Allelfrequenzen und Proteinstrukturen, die eine
Wertung der Polymorphismen ermdglichen. Zudem sollten als Kontrollen bekannte humane
Kandidatengene (APOE und CETP) in diese Arbeit aufgenommen werden. Die Ergebnisse
der durchgefiihrten Genotypisierungen waren anschlieBend mit Hilfe uni- und multivariater
Methoden sowie populationsgenetischer Tests auszuwerten, um Assoziationen zwischen den
genetischen Markern und dem Auftreten von Gallensteinen oder Surrogatmarkern des

Cholesterinstoffwechsels aufzudecken.

Mit Untersuchungen zu humanen LI/TH-Genen sollen sich primére genetische Determinanten
der Cholesterincholelithiasis von sekundédren pathophysiologischen Einfliissen abgrenzen
lassen. Die Identifizierung genetischer Risikofaktoren bildet die Voraussetzung flir neue

Ansitze zur Risikoabschitzung, Pravention und Therapie der Cholesterincholelithiasis.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Studienaufbau

Im Zeitraum von Oktober 2000 bis November 2001 wurden 700 Patienten der Medizinischen
Klinik III und 47 Patienten der Chirurgischen Klinik des Klinikums der Rheinisch-
Westfdlischen Technischen Hochschule (RWTH) Aachen rekrutiert. Die Rekrutierung des
Patientenkollektivs begann, sobald das Votum der Ethikkommission gemil3 den geltenden

Richtlinien vorlag.

Die chirurgischen Patienten wiesen symptomatische Gallensteine auf, welche durch eine
abdominelle Ultraschalluntersuchung verifiziert und operativ durch eine Cholezystektomie
entfernt wurden. Im Ultraschall wurden Gallensteine diagnostiziert, wenn mobile
intraluminale echoreiche Strukturen mit dorsalem Schallschatten in der Gallenblase
vorhanden waren. Unter den internistischen Patienten, bei denen ebenfalls eine abdominelle
Ultraschalluntersuchung durchgefiihrt wurde, lieBen sich bei 188 Patienten asymtomatische

Gallensteine (26,9%) nachweisen.

Die vorliegende Arbeit wurde in Form einer Fall-Kontroll-Studie durchgefiihrt. Bei der
Auswahl der Versuchspersonen wurde beachtet, dass die Kontrollen frei von der zu
untersuchenden Erkrankung (Gallensteine) waren und - um moglichst gleiche

Rahmenbedingungen zu schaffen - aus dem gleichen Patientenkollektiv stammten (71, 72).

Um genetische Faktoren der Cholecystolithiasis aufzudecken, muss der Einfluss von
Risikofaktoren innerhalb einer Studie moglichst klein gehalten werden. Dies ist bei einer Fall-
Kontroll-Studie dadurch mdglich, dass Félle und Kontrollen so in Paaren zusammengefasst
werden, dass diese identische Risikofaktoren besitzen (Matching). In dieser Arbeit wurde fiir
die Risikofaktoren Alter, Geschlecht und BMI gematcht und 184 Paare gebildet. Der BMI

wurde nach folgender Formel berechnet:

Gewicht in Kilogramm

BMI =
(GroBe in Meter)’
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2.2 DNA-Isolierung

Die DNA Isolierung erfolgte aus Vollblut. Das aus einer cubitalen Venenpunktion gewonnene
Vollblut wurde zur Gerinnungshemmung mit EDTA (Ethyldiamintetraacetat) versetzt,
welches zugleich Aktivititen von Nukleasen reduziert. Die Aufbewahrung der EDTA-
Monovette erfolgte bis zum Zeitpunkt der Isolation bei 4°C; ansonsten wurden die Proben bei
-70°C eingefroren. Die Isolation genomischer DNA wurde mit Hilfe des DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Dazu wurden 200 pl Vollblut mit 200 pl Buffer AL, zur Lyse
der Blutzellen, und 20 ul Protease, zum weitgehenden Abbau denaturierter Proteine, versetzt,
gut vermischt (Vortex) und anschlieBend bei 56°C 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul
100% Ethanol und anschlieBendem Vortexen wurde die Probe in eine QIAamp Spin Column
mit integriertem Sammelréhrchen pipettiert. Diese wurde 1 min bei 8.000 U/min zentrifugiert.
Eine in der Spin Column enthaltene Silika-Gel-Membran bindet die durch den Alkohol
dehydratisierte genomische DNA pH-abhingig. Waschschritte mit 500 ul AW1-Buffer (1 min
bei 8.000 U/min) und 500 pl AW2-Buffer (3 min bei 14.000 U/min) dienten zur Aufreinigung
der Probe von Salzriickstinden. Um die genomische DNA von der Silika-Gel-Membran zu
16sen, wurde die Probe mit 2 x 100ul Elutions Buffer oder ddH,O 1 min bei 8.000 U/min
zentrifugiert und in ein Reaktionsgefal3 eluiert. Die DNA-Ausbeute betrug ca. 3-12 pg (~ 30
ng/pl). Anschlieend wurde die DNA bei 70°C eingefroren.

2.3 Quantifizierung des DNA-Gehaltes

Zur Quantifizierung des DNA-Gehaltes diente ein Fluorometer (Biorad, Miinchen) mit
Verwendung des Farbstoffes Pico-Green (Molecular Probes, Leiden NL). Dieser Farbstoff
andert seine Extinktions- und Emissionseigenschaften abhingig vom DNA-Gehalt in der
Losung. Die Messung wurde mit UV-Licht einer Wellenldnge von 360 nm durchgefiihrt. Als
Leuchtquelle stand eine Quecksilberlampe zur Verfiigung. Diese Methode erméglicht nur die
Messung relativer Werte und muss mit Hilfe einer Standardprobe geeicht werden. Als
Standard wurde DNA des Bakteriophagen A (2ng/ul, Molecular Probes, Leiden NL) genutzt,
und als Probenpuffer diente TNE (10 mM TRIS, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.,4). Der
DNA-Gehalt einer Probe lieB sich durch den Fluoreszenzunterschied zwischen Probe und

Standardprobe ermitteln.



13

Material und Methoden

2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion
diente zur exponentiellen
Vervielfiltigung eines spezifischen
DNA-Abschnittes  einer DNA-
Matrize (template). Ausgangspunkt
ist eine thermische Denaturierung
der genomischen DNA bei 94°C.
Die im Uberschuss zugesetzten
Primer (Oligonukleotide, MWG,
Ebersberg) binden mit einer Lénge
von 18 - 34 bp temperaturabhéngig
(50-70°C) an die entstandenen
DNA-Einzelstringe (annealing). Je
hoher die Annealing-Temperatur
gewdhlt wird, desto spezifischer
wird die PCR. Bei Fragmenten bis
zu 3 Kilobasenpaaren (kb) Linge
wurde die 7ag-DNA-Polymerase
des  thermophilen = Bakteriums
Thermus aquaticus (Peqlab,
Erlangen) verwendet. Die
Amplifikation erfolgte in 25-40
PCR-Zyklen, durch deren Anzahl
die Quantitit und Spezifitit des
Produktes gegenldufig beeinflusst
wurden. Das Pipettierschema in
Tab. 3 wurde fiir die durchgefiihrten

PCR-Reaktionen verwendet.

Matrizen-DN A

v
Denaturierung - 94°C

Annealing — 60°C
FrrrrrrrrrT

Primer

Extension — 72°C
[T T T T T

Taq-
Polymerase

Kopie

Abb. 3 Schematische Darstellung der PCR
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Eine Ausnahme bildet die APOE- Tab. 3 Pipettierschema fiir PCR-Reaktionen
Genotypisierung, bei der mit Hilfe 3ul  DNA (20-100 ng)

von 2 pl des PCR-Beschleunigers 9,1ul  ddHO

Dimethyl-sulfoxid (DMSO) die 1l Forward Primer (10pmol/ul)
Effektivitit und Spezifitit der PCR 1ul  Reverse Primer (10pmol/pl)
gesteigert werden konnte. 0,1l Tag-Polymerase (5 U/ul)

Auflerdem wurde bei den PCR-
Reaktionen fur die SNaPshot-
Methode (s.u.) kein Kresol-Rot

3ul  Kresol-Rot
0,8 ul  dNTP Losung (10 mM gesamt)

20 ul  Gesamtvolumen
eingesetzt.

2.5 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Nukleinsduren besitzen chemisch-physikalisch geladene oder ionisierbare Gruppen. Aufgrund
dieser Eigenschaft konnen sie in einem elektrischen Feld gerichtet bewegt werden. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hdngt in erster Linie von der Lange, der Konformation, dem pH-
Wert, dem Laufpuffer, der Spannung und der Gelkonzentration ab. Der Logarithmus der
elektophoretischen =~ Beweglichkeit der = DNA-Molekiille ist  proportional  zur
Agarosekonzentration. Agarose ist ein lineares Polysaccharid (...D-galactose/3,6-anhydro-L-
galactose...), das aus Seetang extrahiert wird. Durch Aufkochen in einer Pufferlosung wurde
sie geschmolzen und in eine Gelform gebracht. Dabei bildete sich eine homogene Gelmatrix,
deren Porengdfle bzw. Vernetzungsgrad konzentrationsabhiingig war. Es wurden 0,5 - 4%ige
Agarosegele (Roth, Karlsruhe) und 4% NuSieve Agarosegele 3:1 (Biozym) verwendet. Als
Laufpuffer diente TBE (90 mM TRIS/Borat, 0,5 mM EDTA, pH 8) und als Probenpuffer
Kresol-Rot (6% Saccharose, ImM Kresol-Rot). Um Nukleinsduren fiir das menschliche Auge
sichtbar zu machen, wurden 3 pl/ml Ethidiumbromid (EtBr) der Agarose zugesetzt. EtBr ist
ein Fluoreszenzfarbstoff, der auf Grund seines Ringsystems mit den DNA-Basenpaaren
interkaliert und fixiert wird. Durch UV Licht wird der Fluoreszenzfarbstoff angeregt und
leuchtet orange-rot. Des Weiteren wurden DNA-Marker (Roche, Mannheim) als
GroBenstandards  eingesetzt. Um die Ergebnisse der Agarosegele elektronisch zu
dokumentieren, wurde ein Charged Coupled Device (CCD)-Kamera-System (Fluor S

Multiimager, Biorad, Miinchen) verwendet.



15 Material und Methoden

2.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um amplifizierte DNA-Fragmente nach einer Gelelektrophorese weiter verarbeiten zu
konnen, z. B. fiir eine DNA-Sequenzierung, erfolgte eine Gelexktraktion mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden). Die aus dem Agarosegel geschnittene DNA-Bande
wurde mit dem dreifachen Volumen QG Puffer bei 50°C fiir 10 min bis zur vollstdndigen
Auflésung der Agarose inkubiert. AnschlieBend wurde nach Zugabe eines Volumens
Isopropanol die Ldsung in eine Spin Column pipettiert und bei 13.000 U/min 1 min
zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 500 pul QG Puffer bzw. 750 ul PE Puffer
(Zentrifugation mit 13.000 U/min fiir 1 min). Der letzte Schritt beinhaltete die Elution des
DNA-Fragmentes durch Zentrifugation (1 min bei 13.000 U/min) mit 50 ul EB Puffer. Das

gewonnene DNA-Fragment wurde bei -20°C eingefroren.

2.7 Genotypisierung

2.7.1 DNA-Sequenzierung

Die heute gebrauchliche ,Kettenabbruch“-Methode nach Sanger beruht auf der
enzymatischen Neusynthese eines markierten komplementiren DNA-Einzelstranges, die
basenspezifisch unterbrochen wird (73). Wichtige Bestandteile dieser Technik sind die
Verwendung spezifischer Primer bei der Durchfilhrung der PCR, die Zugabe von
Deoxynukleosidtriphosphate (ANTPs), der basenspezifische Kettenabbruch durch die Zugabe
von fluoreszenzmarkierten Dideoxynukleosidtriphosphaten (ddNTP, Abbruchnukleotide),
deren fehlende 3'-OH-Gruppe eine weitere Strangsynthese unmoglich macht, und der
Gebrauch von denaturierenden Polyacrylamidgelen, die es erlauben, Einzelstrang-DNA-
Fragmente, die sich in ihrer Lédnge nur um eine Base unterscheiden, aufzutrennen. Die neu
synthetisierten Einzelstringe mit den fluoreszenzmarkierten ddNTPs wurden bei angelegter
Spannung der GroBe nach im Polymer aufgetrennt. Die fluoreszenzmarkierten Nukleotide
wurden nach einer definierten Strecke durch einen Laser detektiert. Die basenspezifischen

und der GrdBe nach sortierten Signale ergaben dann die DNA-Sequenz.
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2.7.1.1 Sequenzierungs-PCR

Fir die Sequenzierungs-PCR wurden, Tab. 4 PCR Programm zur Sequenzierung

abhéngig von der Fragmentlange, 10 — 100 Schritte Temperatur Dauer Zyklen

ng gelextrahierte DNA eingesetzt. Der 20 1 96°C 20 sek
ul  Sequenzierungs-PCR-Ansatz bestand o) 50°C 20 sek
aus 4 ul Big Dye Terminator Reaction Mix 3. 60°C 4min 3.anl.-25x
(Applied Biosystems, Weiterstadt), in dem 4 4°C Pause

dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs,
0,5 uM des spezifischen Primers und ddH,O enthalten waren. Das Programm fiir die

Sequenzierung ist Tab. 4 zu entnehmen.

2.7.1.2 Aufreinigung der Sequenzierungs-PCR

Der 20 pl Sequenzierungs-PCR-Ansatz wurde mit 80 pul ddH,O, 10 pl 3 M Natriumacetat (pH
4,6) und 250 ul absolutem Ethanol gut vermischt und 25 min bei 13.000 U/min zentrifugiert.
Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 300 ul 70% Ethanol gewaschen
(8 min bei 13.000 U/min zentrifugiert). Nach wiederholtem Verwerfen des Uberstandes

trocknete das Pellet bei Raumtemperatur und wurde anschlieBend bei —20°C gelagert.

2.7.1.3 Kapillarelektrophorese

Zur Sequenzierungsvorbereitung wurde das  Tab. 5 Laufbedingungen fiir Sequenzen

Pellet in 24 pl Template Suppression Reagent  Tnjektionszeit 30 sec
(Applied Biosystems) gelost und 10 min  [pjektionsspannung 2,0 kV
unter Lichtabschluss inkubiert, anschlieBend [ gufzeit 36 min
2 min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis [ aufspannung 15,0 kV
gekiihlt. Die gelelektrophoretische  Temperatur 50°C

Auftrennung erfolgte auf dem Polymer POP-
6 im automatischen Kapillar-Sequenzierer ABI Prism 310 (Applied Biosystems) mit den in
Tab. 5 genannten Laufbedingungen. Zur Analyse der Sequenzen wurde die ,,Sequencing

Analysis “-Software (Applied Biosystems) herangezogen.
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2.7.2 Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen

Die Genotypisierung erfolgte neben der Sequenzierung als zeit- und kostengiinstigere
Methode auch mit Hilfe des Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP). Diese
Methode nutzte Endonukleasen (Restriktionsenzyme), die spezifische DNA-Sequenzen
erkannten und an definierten Stellen schnitten. War diese Erkennungssequenz so verindert,
dass ein Erkennen durch das spezifische Restriktionsenzym nicht mehr moglich war, blieb die
DNA ungeschnitten. Verdnderungen der Sequenz konnen unterschiedlicher Genese sein, wie
z.B. Insertionen, Deletionen oder wie die in dieser Arbeit untersuchten SNPs. Fragmente
definierter Lange wurden somit durch Restriktionsenzyme genotypabhidngig in
unterschiedlich grofle Fragmente geschnitten. Falls beide Allele die Schnittstelle aufwiesen,
wurden die Fragmente vollstindig geschnitten. Besall jedoch kein Allel die zum Schneiden
benotigte Sequenz, verblieben die Amplifikate ungeschnitten. War nun eine Heterozygotie fiir
die Schnittstelle vorhanden, wurde eine Hailfte der DNA-Fragmente geschnitten und die
zweite blieb ungeschnitten bestehen. Somit resultierte aus der Variation des Genotyps die

Variabilitdt der FragmentgroBen bei einem RFLP.

2.7.2.1 Scavenger Receptor Class B Type I (SRB1)

Zwei SNPs im Exon 8 und Intron 5 des SRBI-Gens wurden als RFLPs untersucht. Diese
Polymorphismen wurden zuvor von ACTON et al. an einem spanischen Kollektiv getestet (70).
Der Exon 8 Polymorphismus befindet sich an der Position 1050 der cDNA und fiihrt zu einem
Basenpaaraustausch ~ zwischen  Cytosin  und Thymin, allerdings zu keinem
Aminosdureaustausch an der Position 350 des Proteins. Mit den in Tab. 6 aufgefiihrten PCR-
Bedingungen wurde das 218 bp lange Exon 8-Fragment amplifiziert und anschlieend bei
37°C 1 h mit 5 Units Haelll (10 U/ul) und 2 pl SuRE/Cut-Puffer M (Roche, Mannheim)
verdaut. Das Intron 5 Fragment mit einer Linge von 291 bp wurde mit den in Tab. 7
genannten PCR-Bedingungen vervielfiltigt. Hier wurde das PCR-Produkt 1 h bei 30°C mit 5
Units der Endonuklease Apal (10 U/ul) und 2 pl SuRE/Cut-Puffer A inkubiert.
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Tab. 6 PCR-Programm — SRB/ Exon 8§ SNP Tab. 7 PCR-Programm — SRB/ Intron 5 SNP

Schritte Temp. Dauer Zyklen Schritte  Temp. Dauer Zyklen
1 94°C 2 min 1 94°C 2 min
2 94°C 40 sec 2 94°C 40 sec
3 66°C 30 sec 3 57°C 30 sec
4, 72°C 1 min 4.an2.-35x 4, 72°C  1min 4.an2.-35x
5 72°C 5 min 5 72°C 5 min
6 4°C  Pause 6 4°C  Pause

Die DNA wurden anschlie8end auf ein 4%iges NuSieves 3:1 Agarosegel aufgetragen und bei
einer Spannung von 120 V und einer Laufzeit von 2 - 3 h gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Mit dem Charged Coupled Device (CCD)-Kamera-System (Biorad, Miinchen) wurden die
Gele mit UV-Licht dokumentiert. Die resultierenden DNA-Fragmente zur Identifizierung des

Genotyps sind der Tab. 8 zu entnehmen.

Tab. 8 PCR Primer, Restriktionsenzyme und Fragmentldangen fiir die SNPs im SRB/-Gen

SNP Primer Enzym Fragmentlidngen, bp
Exon & forward: 5- CCT TGT TTC TCT CCC ATC CTC Haelll (1 U) CC: 154, 33, 31

ACT TCC TCA AGG C -3'
(C/T) rreet 37°C,>1h  CT: 154, 64,33, 31

reverse: 5'- CAC CAC CCC AGC CCA CAG CAG

C.3 5'..GG!CC...3' TT: 154, 64
Intron 5 forward: 5'- GCC CAG AAT GTT CAG ACC AG -3' Apal (1 U) CC: 194, 67, 30
(C/T) reverse: 5'- GCA CCC TCT TCA CGA CAA AG -3' 30°C. >1h CT: 194. 97. 67. 30

5'...GGGCC!C..3" TT: 194, 97

2.7.2.2 Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein 2 (LRP2)

Die beiden SNPs im LRP2-Gen, SNP-2 (rs831042, IMS-JST002717) und SNP-3 (rs2075252,
IMS-JST002712), befinden sich in der codierenden DNA-Sequenz. Der SNP-2
Polymorphismus befindet sich im Exon 24 und fiihrt zu einer Silent Mutation, bei der die
Aminosdure Alanin bestehen bleibt. Die genetische Variation SNP-3 in Exon 66 fiihrt zu

einem Aminosdureaustausch, wobei Glutamin durch Arginin ersetzt wird. Beide
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Polymorphismen wurden mit den in Tab. 11 genannten Primern und den spezifischen PCR-

Programmen typisiert (Tab. 9 und Tab. 10).

Tab. 9 PCR-Programm — LRP2 SNP-2 Tab. 10 PCR-Programm — LRP2 SNP-3
Schritte Temp. Dauer Zyklen Schritte Temp. Dauer  Zyklen

1 94°C 2 min 1. 94°C 2 min

2 94°C 40 sec 2. 94°C 40 sec

3 58°C 30 sec 3. 59°C 30 sec

4. 72°C 1min 4.an2.-34x 4. 72°C  1min 4.an2.-35x

5 72°C 5 min 5. 72°C 5 min

6 4°C  Pause 6. 4°C  Pause

Das 414 bp groBe Amplifikat von SNP-2 wurde anschlieBend mit 5 Units des
Restriktionsenzyms Acil (10 U/ul) und 2 ul Buffer 3 (New England Biolabs, Frankfurt) 12 h
bei 37°C inkubiert. Die spezifischen GroB3en der entstandenen Fragmente kénnen aus der Tab.
11 entnommen und den Genotypen zugeordnet werden. Dem 366 bp langen PCR-Produkt
wurden 5 Units HpyI88I1II (10U/ul), 0,2 pl BSA und 2 ul Buffer 4 (New England Biolabs,
Frankfurt) beigemischt und 12 h bei 37°C inkubiert. In diesem Fragment befanden sich zwei
obligate Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym HpyI88II1I, aus diesem Grund ergaben sich
immer drei Fragmente der GroBe 83 bp, 43 bp und 40 bp. Der untersuchte Polymorphismus
bildete die dritte Schnittstelle und abhingig vom Genotyp entstanden bis zu sechs Fragmente.
Die Produkte wurden anschlieend auf ein 4%iges NuSieves 3:1 Agarosegel aufgetragen und

anschlieBend dokumentiert (s.0.).

Tab. 11 PCR Primer, PCR Bedingungen und Restriktionsenzyme fiir die SNPs im LRP2-Gen

SNP Primer Enzym Fragmentldngen, bp
SNP-2 forward: 5'- GAT GGG TTG ATG GGT Acil (1 U) GG: 282, 132
(G/A) OCAG ¥ 37°C,>1h  GA: 414,282, 132
reverse: 5'- CCT TTG AGG ATA CTT
TCC CCC -3' 5'...CICGC...3' AA: 414
SNP-3  forward: 5-GCT CTC CTTTGTTGC  fyp] 88111 (1 Uy GG: 160, 40, (83,43,40)
(G/A) TACTOCCS 37°C,>1h  GA: 200, 160, 40, (83,43,40)

reverse: 5'- AGG ATA AAC CCC AGT
GAT CGG -3' 5'...TCINNGA...3' AA:200(83,43,40)
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2.7.2.3 Cholesterinester-Transferprotein (CETP)

Der untersuchte Polymorphismus im  Tap. 12 PCR Programm CETP-TagIB SNP
CETP-Gen befindet sich im Intron 1.

Schritte Temperatur  Dauer Zyklen
Mit dem in Tab. 12 gezeigtem PCR- 1 94°C 2 min
Programm und in den in Tab. 13 2 94°C 40 sec
aufgefiihrten Primern konnte ein 524 3 58°C 30 sek
bp groBes Fragment amplifiziert 4. 79°C 1 min 4. an?2.-29x
werden. Durch zweistlindige 5 79°C 5 min
Inkubation mit 5 Units (10U/ul) Tagl 6. 4°C Pause

und 2 ul Buffer B (Roche,
Mannheim) wurde das Fragment bei 65°C verdaut. Die resultierenden Genotypen sind aus der
Tab. 13 abzulesen. Die Produkte wurden anschlieBend auf ein 4%iges NuSieves 3:1

Agarosegel aufgetragen und anschlieBend dokumentiert (s.o.).

Tab. 13 PCR Primer, PCR Bedingungen und Restriktionsenzyme fiir den SNP im CETP-Gen

SNP Primer Enzym Fragmentlénge, bp
CETP forward: 5'- CAC TAG CCC AGA GAG AGG AGT GCC -3' Tagl (1 U) BI1B1: 350, 174

: 5-CTG AGC CCA GCC GCA CAC TAA C -3'
TaglB "' 7! ! 65°C,>1h  BIB2: 524,350, 174

5. TICGA..3'" B2B2:524

2.7.2.4 Hepatische Lipase (LIPC)

Das Gen der hepatischen Lipase wurde Tab. 14 PCR Programm L/PC SNP

auf einen Promotor-Polymorphismus hin Schritte Temperatur ~ Dauer Zyklen
untersucht, der sich an der Position -514 1. 96°C 3 min

befindet und einen Austausch der Basen 2. 96°C 1 min

Cytosin und Thymin zur Folge hat. Mit 3. 58°C 1 min

dem spezifischen PCR-Programm und 4. 72°C Imin 4.an2.-35x
den dazugehdrigen Primern wurde ein 5. 72°C 5 min

Fragment mit der Lange von 300 bp 6. 4°C Pause

amplifiziert (Tab. 14 und 15). Der 20 pl
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PCR-Ansatz wurde anschlieend mit 5 Units (10 U/ul) Nlalll, 0,2 pul BSA und 2 pl Buffer 4
(New England Biolabs, Frankfurt) 1 h bei 37°C inkubiert. Die resultierenden Fragmente und
deren Genotypen sind aus Tab. 15 ersichtlich. Die Produkte wurden anschlieBend auf ein

4%iges Nusieves 3:1 Agarosegel aufgetragen und anschliefend dokumentiert (s.0.).

Tab. 15 PCR Primer und Restriktionsenzyme fiir den SNP im L/PC-Gen

SNP Primer Enzym Fragmentldngen, bp
LIPC forward: 5'- AAG AAG TGT GTT TAC TCT AGG  NJaJ1] (1 U) CC: 300
ATC A -3'
ea 37°C CT: 300,215, 85
reverse: 5'- GGT GGC TTC CAC GTG GCT GCC
TAA G -3' 5'... CATG!...3" TT: 215,85

2.7.2.5 Apolipoprotein E (APOE)

In dem Gen fiir das Apolipoprotein E befinden sich zwei Polymorphismen an den
Codonpositionen 112 und 158. Beide Polymorphismen fiihren zu einem Aminosiureaustausch
zwischen Arginin und Cystein und sind die Ursache fiir drei verschiedene Isoformen des
Proteins. APOE2 besitzt an beiden Positionen Cystein, APOE4 an beiden Positionen Arginin
und APOE3 an der Position 112 Cystein und an der Position 158 Arginin. Aus diesem
Sachverhalt ergeben sich sechs mogliche Genotypen (€2/2, €2/3, €2/4, €3/3, €3/4 und &4/4).
Das 244 bp lange PCR-Produkt wurde mit Hilfe des in Tab. 16 aufgelisteten PCR-
Programms, den spezifischen Primern (Tab. 17) und unter Verwendung von DMSO nach dem
Protokoll von HIXON et al. amplifiziert (74). Eine Inkubation iiber 12 h bei 37°C mit der
Endonuklease Hhal

(10U/pl), 0,2 ul BSA und 2 pl Buffer
4 (New England Biolabs, Frankfurt)

Tab. 16 PCR Programm APOE

Schritte Temperatur  Dauer Zyklen

fiihrte zum Verdau des Fragmentes.
1. 95°C 5 min

Die resultierenden Fragmentlingen
2. 95°C 30 sek

und Genotypen fasst Tab. 17
3. 60°C 30 sek

zusammen. Die Produkte wurden

4. 72°C 45sek  4.an2.-29x

anschlieBend auf ein 4%iges Nusieves
31 A | . q S. 72°C 5 min

: arosegel aufgetragen un
s s seas 6. 4°C Pause

dokumentiert (s.0.).
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Tab. 17 PCR Primer und Restriktionsenzyme fiir den SNP im 4POE-Gen

SNP Primer Enzym Fragmentldnge, bp
APOE  forward: 5'- TAA GCT TGG CAC GGC TGT Hha](l U) e2/2: 91, 83
CCA AGG A -3
A 37°C €2/3: 91, 83, 48, 35

reverse: 5'- ACA GAA TTC GCC CCG GCC
TGG TAC AC -3' 5'...GCG!C...3" £3/3:91, 48, 35

€2/4: 91, 83, 72,48, 35, 19
€3/4: 91, 72,48, 35, 19
€4/4: 72,48, 35, 19

2.7.3 SNaPshot

2.7.3.1 SNaPshot Methode

Zur Genotypisierung zweier SNPs im ABCBI1-Gen wurde die SNaPshot-Methode genutzt
(75, 76). Diese Methode war zum Nachweis von SNPs der Sequenzierung und dem RFLP
tiberlegen. Ihr Vorteil zeigte sich in einem hoheren Durchsatz von Proben in verhéltnismaBig
geringer Zeit, zudem war eine Genotypisierung jedes Polymorphismus, unabhédngig von der
Existenz eines passenden Restriktionsenzyms, moglich. Jedoch verursachte diese Methode
hohere Kosten und musste zunéchst etabliert werden, so dass nicht alle Polymorphismen mit
dieser Methode typisiert wurden. In einer SNaPshot-Reaktion befanden sich aufgereinigtes
PCR-Amplifikat, spezifische Primer und der SNaPshot Multiplex Ready Mix (Applied
Biosystems). Im Mix waren die fluoreszenzmarkierten Abbruchnukleotide ddATP-dR6G,
ddCTP-dTAMRA™, ddUTP-dROX™ und ddGTP-dR110, die Tag-Polymerase AmpliTaq®
und der Multiplex Reaction Buffer (Applied Biosystems) enthalten. Methodische
Ahnlichkeiten zur Sequenzierung sind erkennbar (vgl. 1.7.1). In einer SNaPshot-Reaktion
wurden die Primer so gewéhlt, dass sie exakt eine Base vor den zu untersuchenden
Polymorphismus spezifisch an das amplifizierte Fragment binden. Durch die
Amplifikationszyklen wurden, wie bei der Sequenzierung, farbmarkierte DNA-Stringe
gebildet, die in diesem Fall aber nur eine Base lang waren, da in dem SNaPshot-Ansatz nur
Abbruchnukleotide und keine dNTPs enthalten waren (,,Kurzsequenzierung®). Als Produkt
erhielt man den spezifischen Primer mit einem an die Stelle des Polymorphismus eingebauten
fluoreszenzmarkierten Abbruchnukleotid. Um eine Steigerung der Effizienz zu erzielen,

konnen prinzipiell mehrere Polymorphismen in einer SNaPshot-Reaktion gleichzeitig
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untersucht werden. Diesbeziiglich konnen die verschiedenen PCR-Fragmente gepoolt
(multiplexen) und spéter mit spezifischen Primern, die sich in ihrer Linge unterscheiden, in
eine SNaPshot-Reaktion eingesetzt werden. Als FErgebnis resultieren die jeweils
unterschiedlich groBen Primer mit einer zusdtzlich eingebauten fluoreszierenden Base. Nach
kapillar-elektrophoretischer Auftrennung der SNaPshot-Fragmente im Abi Prism 310 zeigten
sich an den groBenspezifischen Positionen die fluoreszenzmarkierten Basen, und diese

konnten anschlieBend den verschiedenen Polymorphismen zugeordnet werden.

SNaPshot

Primer Polymor-
kI_IUUI_IUUI_IUUI_IUUI_IUUUJ_*ph.

DNA-Matrize

Annealing .
Polymor-

= J:phismus
IR R RS
AmpliTaq
Buffer

%:{E Extension
™

Weitere Zyklen

Abb. 4 Schematische Darstellung der SNaPshot Methode
(Quelle: Applied Biosystems, Product Bulletin, ABI Prism SNaPshot Multiplex System)
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2.7.3.2 ATP Binding Cassette B11 (ABCBI11)

Die beiden untersuchten Polymorphismen des ABCBI1-Gens befinden sich in Exon 9 und in

Exon 13. Der Exon 9 Polymorphismus fiihrt zu einem Basenaustausch zwischen Cytosin und

Thymin (C/T) an der Exon Position 24 jedoch zu keinem Aminoséureaustausch (Tyr269Tyr).

Auch der Exon 13 Polymorphismus fiihrt zu einem Basenaustausch von Cytosin und Thymin

(C/T) an der Position 23 im Exon 13, geht allerdings mit einem Aminosdureaustausch

(Val444Ala) einher.

2.7.3.3 PCR

Zu Beginn wurde ein DNA-Fragment mit
Hilfe einer PCR amplifiziert. Die Primer und
das spezifische PCR-Programm sind der
Tab. 18 zu entnehmen. Das PCR-Produkt
sollte eine Linge von maximal 200 bp
aufweisen, um eine moglichst hohe Molaritit

des PCR-Produktes zu erhalten.

Tab. 18 PCR Programm - ABCB11 SNPs

Schritte Temperatur  Dauer Zyklen
1. 95°C 5 min
2. 95°C 30 sec
3. 60°C 30 sek
4. 72°C 3min 4.an2.-36x
S. 72°C 5 min
6. 4°C Pause

Tab. 19 PCR-Primer fiir die Exon 13 und Exon 9 Polymorphismen ABCB11-Gen

SNP Primer Fragmentlidngen (bp)
ABCBII Exon-9  forward: 5 — ATC TGC ATG TGT CTC TGG CG — 3° 592

reverse: 5°—CCG CTT TGC ACA AAC TGA GAG -3¢
ABCBI1 Exon-13  forward: 5° — ACT TCT TGG TCA TGG CTC TCA G — 3° 517

reverse: 5°— AGC GTG TCC CAT CAA TTC AG -3¢
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In einem spéteren Schritt wurden 0,01 bis 0,40 pmol dieses Amplifikats in eine SNaPshot-

Reaktion eingesetzt. Die Molaritét liel sich mit folgender Formel berechnen:

10.000
Molekulargwicht des PCR - Produktes (Da)

x DNA - Konzentration (ng/ul) =pmol/ul ,

wobei sich das Molekulargewicht des PCR-Produktes wie folgt ergibt:

Langedes PCR - Produktes (bp)x 650Da

=Molekulargewicht (Da)

2.7.3.4 Aufreinigung der PCR fiir die SNaPshot-Reaktion

Nach der durchgefiihrten PCR befand sich die DNA in einer Losung mit Primern, dNTPs,
Enzymen und Puffer. Primer und dNTPs wurden mit den Enzymen SAP (shrimp alkaline
phosphatase, 1 U/ul) oder CIP (calf alkaline phosphatase, 10 U/ul) und EXOI (exonuclease I,
20 U/ul) zersetzt. Zu 20 pl PCR-Ansatz wurden 6 Units SAP oder CIP und 2,66 Units EXOI
hinzugefiigt und 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Enzyme 15 min bei 75°C

inaktiviert. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei —20°C eingefroren.

2.7.3.5 Design der SNaPshot-Primer

Die SNaPshot-Primer mussten einige Besonderheiten aufzuweisen. Die Lédnge der Primer
sollte sich um mehr als vier Basen unterscheiden, um die generierten Signale der
Sequenzierung auf dem A4bi Prism 310 besser differenzieren zu konnen. Thre Linge konnte
modifiziert werden, indem am 5°-Ende nicht homologe Polynukleotide mit geringer Neigung
zu Sekundirstrukturen angehingt wurden. Die Mobilitét eines Oligonukleotids wird bestimmt
durch die GroBe, Nukleotidzusammensetzung und die spezifische Probenlosung. Um eine
bessere elektrophoretische Auftrennung zu ermoglichen, wurden nur Primer mit einer Linge
von mindestens 36 Basen verwendet. Aus Tab. 20 konnen die Daten zu den verwendeten

SNaPshot-Primern entnommen werden.
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Tab. 20 SNaPshot-Primer fiir die Exon 13 und Exon 9 Polymorphismen im ABCB11-Gen

Primer Sequenz Lange (Primer + Poly-A)

ABCBI1 Exon-9 5 —AAAAAA AAA AAAAAAAAGAGTGTGTCC 41 (24 + 17)

AAG TTT ACG GAC TA - 3¢
(C/T)

ABCBI] Exon-13 5 —AAA AAA AAA AAC AGA TTC TAAATGACC 36 (25 + 11)

TCA ACA TGG - 3¢
(C/T)

2.7.3.6 SNaPshot-Reaktion

Beide Polymorphismen Exon 9 und Exon 13 wurden in einer SNaPshot-Reaktion gepoolt
(multiplexen). Um befriedigende Ergebnisse zu produzieren, lag die Menge an eingesetztem
PCR-Produkt zwischen 0,01 und 0,40 pmol. Zudem waren 0,2 uM jedes SNaPshot-Primers
im Ansatz vorhanden. Mit dem in Tab. 22 erwédhnten SNaPshot-PCR-Programm wurden die
Fragmente  amplifiziert. = Nicht eingebaute [F]ddNTPs  komigrieren bei  der
Kapillarelektrophorese und stéren somit bei der Auswertung der zu untersuchenden
Fragmente. Um dies zu verhindern, wurde der SNaPshot-Ansatz mit 1 Unit CIP oder SAP,
welche die 5°-Phosphoryl-Gruppen der [FJddNTPs entfernen (s. 2.7.3.4), bei 37°C 1h
inkubiert.

Tab. 21 Pipettierschema der SNaPshot-Reaktion =~ Tab. 22 SNaPshot-PCR Programm

5ul  Multiplex Ready Reaction Mix Schritte Temperatur Dauer Zyklen
1,5ul  PCR-Produkt Exon-9 1 96°C 10 sek
1,5ul  PCR-Produkt Exon-13 2 50°C 5 sec
0,2 ul  SNaPshot Primer Exon-9 (10 uM) 3. 60°C 30sek 3.anl.-25x
4 4°C Pause

0,2 ul  SNaPshot Primer Exon-13 (10 uM)

1,6ul  ddH,0

10 ul  Gesamt

Es schloss sich eine Inaktivierung der Enzyme bei 75°C an (15 min). Zur Vorbereitung der
Proben fiir den Sequenzierungslauf wurden 0,5 pl des SNaPshot-Produktes mit 0,5 ul Gene-
Scan-120 LIZ size standard (Applied Biosystems) und 9 pl Hi-Di-Formamid (Applied

Biosystems) gut vermischt, bei 95°C fiir 5 min denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis
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(4°C) gekiihlt. Die Auftrennung erfolgte auf dem Polymer POP-6 (Polymer) im
automatischen Kapillar-Sequenzierer Abi Prism 310. Die Laufbedingungen der SNaPshot-
Proben sind in der Tab. 23 notiert. Zur Analyse der Proben wurde die ,,GeneScan “-Software

(Applied Biosystems) herangezogen.

Tab. 23 Laufbedingungen der SNaPshot Proben

Injektionszeit 5 sec

Injektionsspannung 15,0 kV

Laufzeit 20 min
Laufspannung 15,0kV
Temperatur 60°C

2.7.4 TagMan MGB

2.7.4.1 TagMan MGB Methodik

Diese neue Methode erlaubt ebenfalls die Untersuchung von Genpolymorphismen. Sie ist sehr
effizient und zeitsparend und den anderen herangezogenen Methoden hinsichtlich
Probendurchsatz und Kosten iiberlegen. Ahnlich wie bei der SNaPshot Methode bilden
fluoreszierende Farbstoffe die Grundlage der allelischen Diskriminierung. In einer PCR
Reaktion waren zusdtzlich noch zwei Oligonukleotide enthalten. Diese beiden
Oligonukleotide wurden so gewéhlt, dass sie mit der Patienten-DNA, und zwar genau mit der
Sequenz in der sich der Polymorphismus befindet, hybridisieren konnten. Das eine
Oligonukleotid besal an der Position des Polymorphismus die Base, die das Allel 1 definierte,
und das zweite Oligonukleotid besall die passende Base, die das Allel 2 charakterisierte.
Zudem befanden sich an den 5’ Enden der Oligonukleotide fluoreszierende Farbstoffe (VIC
fiir Allel 1 und FAM fiir Allel 2). In der PCR amplifizierte die 5° Tag-Polymerase entlang des
DNA Stranges und setzte nur bei passenden Oligonukleotiden den fluoreszierenden Farbstoff
frei. Jede Probe wurde fluorometrisch auf die fluoreszierenden Farbstoffe untersucht, um die

allelische Diskriminierung durchzufiihren (Abb. 5).
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Abb. § Schematische Darstellung der TagMan MGB Methode

(Quelle: Applied Biosystems, Assay-on-Demand SNP Genotyping Products Protocol)

2.7.4.2 Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein 2 (LRP2)

Fir die Bestimmung von drei Polymorphismen im LRP2-Gen wurden Reagenzien von

Applied Biosystems (Applied Biosystems) verwendet (Tab. 24). Informationen hierzu sind

unter www.appliedbiosystems.com erhéltlich (Assay-on-Demand).

Tab. 24 SNPs im LRP2-Gen

SNP Assay-on-Demand Identifikation Art der Mutation
SNP1 C_ 3017531 1 (rs2228171) Missense Mutation
SNP2 C__ 3017575_1 (rs831042) Silent Mutation
SNP3 C_ 16165996 10 (rs2075252) Missense Mutation

2.7.4.3 TagMan MGB-Reaktion

Fiir eine Probe wurden Reagenzien
nach folgendem Schema
zusammengegeben (Tab. 25). Der
TagMan Universal PCR Master
Mix enthielt die fiir die PCR

notwendigen Bestandteile,

Tab. 25 TagMan - Pipettierschema

12,50 pl 2 x TagMan Universal PCR Master Mix
1,25 ul 20 x SNP Genotyping Mix
11,25 ul 1 -20 ng DNA in DNase freiem Wasser

25,00 ul  Gesamt Reaktionsvolumen
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wogegen in dem SNP Genotyping  Tab. 26 TagMan - PCR Programm

Mix die Polymorphismen Schritte Temperatur  Dauer Zyklen
spezifischen Oligonukleotide mit 1. 95°C 10 min

den fluoreszierenden Farbstoffen 2. 92°C 15 sec

vorhanden waren. 3. 60°C 1 min 3.an2.-40x

Fiir die PCR wurden 1 — 20 ng DNA verwendet, in 11,25 pul DNase freiem Wasser verdiinnt
und jeder Probe hinzugefiigt. AnschlieBend wurde eine PCR mit dem Programm aus Tab. 26
durchgefiihrt. Die Proben wurden im Abi Prism 7700 Sequence Detection System (TagMan)
der fluorometrischen Messung unterzogen. Mit Hilfe der SDS 1.7 Software (Applied
Biosystems) wurde fiir jede einzelne Probe die allelspezifischen fluoreszierenden Marker
bestimmt und digital in ein Diagramm eingefiigt. Dieses Diagramm gibt quantitativ die

Allelhdufigkeiten an und definiert die Frequenzen der Genotypen.

2.8 Klinisch-chemische Parameter

Die zur Analyse herangezogenen klinisch-chemischen Parameter wurden bei sdmtlichen
Patienten durch das Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH Aachen
mit Standard-Labormethoden bestimmt. Die folgende Liste gibt die Auswahl der in die Studie

aufgenommenen Parameter wider:

e gesamtes Bilirubin e Glutamatoxalacetattransaminase (GOT)
e direktes Bilirubin Aspartataminotransferase (AST)

e Haptoglobin ¢  Glutamatpyruvattransaminase (GPT)

e  Glukose Alaninaminotransferase (ALT)

e Fruktosamin o  Gamma-Glutamyltranspeptidase (y-GT)
e Himoglogin (HbA.) e  Glutamatdehydrogenase (GLDH)

e Triglyzeride e Alkalische Phosphatase (AP)

e gesamtes Cholesterin e Pseudocholinesterase (PCHE)

e HDL-Cholesterin e Lactatdehydrogenase (LDH)

e [DL-Cholesterin



Material und Methoden 30

2.9 Statistische Verfahren und Datenbanken

2.9.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und De Finetti-Dreieck

Das De Finetti-Dreieck ist nach dem italienischen Mathematiker De Finetti (1906-1985)
benannt worden, der erstmals ein gleichseitiges Diagramm zur genetischen
Veranschaulichung von Populationen erarbeitete (77). Die Berechnungen fiir
Populationszustinde im De Finetti-Dreieck basieren auf dem “Exakten Test™ von ELSTON et
al. (78). Diese Populationszustinde werden im Diagramm zur Visualisierung in Form von
Punkten dargestellt. Jeder Populationszustand kann durch einen Punkt innerhalb dieses
Dreiecks dargestellt werden. Die Grundlinie (Abszisse) gibt die Allelfrequenzen der
Population wieder, die Seiten geben die Homozygotenfrequenzen und die Ordinate die
Heterozygotenfrequenz an. Das Lot des Populationspunktes auf die Grundlinie unterteilt diese

in die beiden Allelfrequenzen Allel 1 und Allel 2.

Heterozygotenfrequenz

Allelfrequenzen

Abb. 6 De Finetti-Dreieck
(Institut fiir Humangenetik TU Miinchen, Quelle: http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl)

Die in diesem Dreieck eingezeichnete Parabel markiert das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

(HWG). Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ist fiir zwei Allele wie folgt definiert:
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p> + 2pq + ¢ = 1 (p: Homozygote 1, 2pq: Heterozygote, q: Homozygote 2). In einer
Population mit Panmixie (zuféllige Paarung) und einem Gleichgewicht zwischen Mutation
und Selektion stehen die Genfrequenzen von zwei oder mehreren Allelen in einem

Gleichgewicht.

2.9.2 Allgemeine statistische Verfahren

Als statistische Tests wurden STUDENTS #-Test fiir unabhingige Stichproben, y>Test oder
Trend-Test eingesetzt. Um phinotypische Parameter (quantitative Merkmale) zwischen
verschieden Gruppen zu vergleichen, wurde der STUDENTS #-Test verwendet. Bei Vergleichen
von qualitativen Merkmalen (Auspridgung der Phénotypen) in verschiedenen Gruppen wurden
der y’-Test oder der Trend-Test herangezogen. Der Trend-Test errechnet in 2 x 3
Kreuztabellen, bei denen beide Variablen qualitativ waren, das Mall des linearen
Zusammenhangs zwischen beiden Parametern. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Signifikanzniveau mit p = 0,05 definiert. Des Weiteren wurde die Odds Ratio (OR) berechnet.
Die OR gibt an, um welchen Faktor das Krankheitsrisiko einer Person steigt, wenn sie Trager
eines bestimmten Allels oder Genotyps ist. Um die Signifikanz der OR beurteilen zu kdnnen,
wurde das zugehorige Konfidenzintervall (CI) angegeben. Als Software wurde fiir alle

statistischen Kalkulationen SPSS 7.5 verwendet.

2.9.3 Datenbanken

Die Suche nach geeigneten Polymorphismen zur genetischen Analyse wurde mit Hilfe von
elektronischen Datenbanken durchgefiihrt. Im Internet stehen diverse Datenbanken zur
Verfiigung, die Informationen iiber Polymorphismen aus unterschiedlichen Populationen

bereitstellen. Die folgenden Datenbanken wurden zur Auswahl der SNPs verwendet:

- NCBI LocusLink (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/LocusLink)
- JSNP Database (http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/index.html)
- HGVbase (http://hgvbase.cgb.ki.se)
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2.10 Gerite und Reagenzien

2.10.1 Ger:iite und gebrauchsfertige Reagenzien

DNA-Extraktion:

DNA Blood Mini Kit

Zentrifuge Eppendorf
Pipetten 10, 100, 200 und 1000yl

Reaktionsgefale 1,5 ml

Pipettenspitzen

Thermomixer compact

DNA-Quantifizierung:

Fluorometer

Pico Green dsDNA quantification reagent

A-DNA

20 x TE-Puffer

DNA-Gelelektrophorese:

NuSieve Agarose 3:1
DNA-Marker:

DNA Molecular Weight Marker IX
(250 pg / ml, 72-1353 bp)

DNA Molecular Weight Marker VIII
(250 pg/ml, 19-1114 bp)

100 bp Leiter

Tris(hydroxymethyl)aminoethan (TRIS)
EDTA-Natriumsalz

Borsaure

Ethidiumbromid (10 mg / ml)
Kresol-Rot

Qiagen

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Biorad
Molecular Probes
Molecular Probes

Molecular Probes

Biozym

Roche

Roche

Roche
Merck
Sigma
Merck
Sigma

Sigma
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Elektrophorese-Kammern Serva
Spannungsquellen Biorad

DNA-Isolierung aus Agarosegelen:

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
Ethanol absolut p.a. Merck
2-Propanol p.a. Merck
PCR:
10 x Puffer mit Magnesiumchlorid (1,5 mM) Roche
PCR Nukleotidemix (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) 10 mM je dNTP; pH 8,3 Roche
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) Roche
Primer MWG Biotech
PCR-Rd6hrchen 0,2 und 0,5 ml Biozym und Eppendorf
PCR-Thermocycler Biometra
Restriktionsverdau:
Restriktionsendonuklease Haelll Roche
SuRE/Cut Buffer M Roche
Restriktionsendonuklease Apal Roche
SuRE/Cut Buffer M Roche
Restriktionsendonuklease 7Taql Roche
SuRE/Cut Buffer B Roche
Restriktionsendonuklease Hpy 88111 New England Biolabs
1 x NEBuffer 4 New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Nlalll New England Biolabs
1 x NEBuffer 4 New England Biolabs
Restriktionsendonuklease Acil New England Biolabs
1 x NEBuffer 3 New England Biolabs

Restriktionsendonuklease Hhal

New England Biolabs
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1 x NEBuffer 4
BSA (Rinderserumalbumin)

Sequenzierung:

ABI Prism 310 Genetic Analyser
Template Suppression Reagent
Big Dye Terminator Reaction Mix
Ethanol absolut p.a.

SNaPshot:

Abi Prism 310 Genetic Analyser
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix
Hi-Di Formamid

Gene-Scan-120 LIZ size standard

TagMan:

TagMan Universal PCR Master Mix

SNP Genotyping Mix
Abi Prism 7000 SDS (Sequence Detection System)

New England Biolabs
New England Biolabs

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Merck

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
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2.10.2 Hergestellte Losungen

PCR:

0,1% Kresol-Rot:

0,01 g Kresol-Rot und 6 g Saccharose wurden in 10 ml destilliertem Wasser geldst.

Gelelektrophorese:

Nach Aufkochen der Agarose wurden diese in einen Gelschlitten gegossen und ein
Kamm fiir die zu entstehenden Taschen eingesetzt. Nach Abkiihlung des Gels wurde der

Kamm entfernt und das Gel in eine mit TBE-Puffer gefiillte Gelkammer gesetzt.

10 x TBE-Puffer:

Zur Herstellung von 10 x TBE-Puffer wurden 108 g TRIS, 55 g Borsdure und 40
ml EDTA (0,5M, pH 8) mit 1000 ml destilliertem Wasser gemischt. Dieser 10 x
Puffer diente anschlieBend zur Herstellung von 1 x TBE-Puffer, der in den

Gelkammern als Laufpuffer und Gelherstellung verwendet wurde.

1 - 2% Agarose:

Zur Herstellung eines 1% Agarose-Gels wurden 0,5 g bzw. 1 g Agarose und 50 ml
1 x TBE-Puffer in einen Erlenmeyerkolben gefiillt und anschlieBend aufgekocht.
Noch vor Erstarren des Gels wurden 1,5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)

beigemischt.

4% Nusieve Agarose 3:1:

Abhingig von der Gelgréfle wurden am Vortag 4 g Agarose pro 100 ml 1 x TBE-
Puffer vermischt und erhitzt, um ein homogenes Netzwerk der Agarose zu
erzielen. Noch vor Erstarren des Gels wurden 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)

pro 100 ml TBE-Puffer beigemischt.
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DNA-Quantifizierung:

TE-Puffer:

Zur Herstellung eines 20 x TE-Puffers wurden 10 mM Tris-Base, 200 mM NaCl
und 1 mM EDTA pH 7,4 vermengt.

Working Solution:

Der Farbstoff Pico-Green (Molecular Probes, Leiden NL) wurde in einer

200fachen Verdiinnung in TE-Puffer geldst.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Das aus 747 stationdren Patienten bestehende Kollektiv aus dem Universitdtsklinikum Aachen
wies ein Durchschnittsalter von 64,8 Jahren und eine Gallensteinprdvalenz von 32,8% auf.
Aus diesem Kollektiv wurden 368 Probanden fiir eine Fall-Kontroll-Studie ausgewihlt und
nach Gallensteinen, Alter, Geschlecht und BMI gematcht. Das Durchschnittsalter der
Patienten dieser Fall-Kontroll-Studie betrug 64,1 Jahre (Altersspannweite 30 - 89 Jahren) und
setzte sich aus 206 Frauen und 162 Minnern zusammen. Der Altersdurchschnitt der
weiblichen Patienten lag mit 63,9 + 13,0 Jahren gering unter dem der ménnlichen Patienten
mit 64,4 + 13,2 Jahren.

In Abb. 7 ldsst sich ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Cholelithiasis und dem
Alter erkennen. Mit steigendem Alter der Patienten nimmt zugleich der Anteil der
Gallensteinpatienten zu. Von 184 Steintrdgern dieser Fall-Kontroll-Studie waren nur 8
Patienten (4,3%) jiinger als 40 Jahre, wohingegen 72 (39,1%) élter als 70 Jahre waren. Die
Verteilung von Frauen und Méinnern war in den Altersgruppen nahezu identisch. Das

Ergebnis dieser Stichprobe gab die erwartete Verteilung von Gallensteintrigern der

Bevolkerung wieder (24).
80
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Abb. 7 Altersverteilung der Gallensteinpatienten
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Bei der Erhebung des Patientenkollektivs wurden klinisch-chemische Laborparameter erfasst
und in Tab. 27 aufgelistet. Das nach Alter, Geschlecht und BMI gematchte Kollektiv wurde in
zwei gleich grofle Gruppen aufgeteilt, zum einen in Gallensteintriger und zum anderen in
Kontrollpersonen. Beim Vergleich der Laborwerte zwischen Steintrigern und Kontrollen
ergaben sich signifikante Unterschiede fiir y-GT, ALT, LDH, Gesamt-Bilirubin, Fruktosamin
und HbAlc.

Tab. 27 Laborparameter von Gallensteinpatienten und Kontrollen “

Gallensteinpatienten Kontrollen
Anzahl (n) 184 184
Geschlecht (F/M) 103/81 103/81
Alter (Jahren) 64 £ 1 64 £+ 1
BMI (kg/m?) 26,1 +0,3 25,4 +0,3
ALT (U/D) 263 +3,5" 183+ 1,5
AP (U/l) 196 + 18 158+13
AST (U 20+2 16 +1
Fruktosamin (umol/l) 230+19° 287 £ 17
Gesamt-Bilirubin (mg/dl) 22+0,3° 1,3+0,2
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 200+ 4 202 £4
GLDH (U/) 13+7 5+1
Glukose (mg/dl) 112 +3 122 +£4
Haptoglobin (g/1) 3,0+1,2 2,1+£0,2
HbAlc (%) 72+03° 8.4+0.5
HDL-Cholesterin (mg/dl) 476 £1,5 50,1 +1,5
LDH (U/l) 189 +5° 222+ 15
LDL-Cholesterin (mg/dl) 122 +£4 125+3
PCHE (U/l) 4834 + 154 4932 + 143
Triglyzeride (mg/dl) 143 +£6 146 £ 8
v-GT (U/l) 87+13° 52+ 6

“ Angaben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

b p< 0,05 verglichen mit Kontrollen (#-Test bei unabhéngigen Stichproben)
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3.2 Cholesterinester-Transferprotein (CETP)

3.2.1 RFLP

Das Allel mit einer vorhandenen Schnittstelle wird als B1 bezeichnet und ergab die
Fragmente der Grofen 350 bp und 174 bp, wogegen das Allel ohne Schnittstelle als B2
definiert wurde und in der Gelelektrophorese ein einzelnes ungeschnittenes Fragment der

Lange 524 bp sichtbar wurde (51, 79, 80). Bei Trdgern beider Allele entstanden drei
Fragmente mit den GréBen 524, 350 und 174 bp (Abb. 8).

Marker IX

350 bp —> < 310bp
174 bp —> < 194bp

Abb. 8 RFLP des Intron 1 Polymorphismus im CETP-Gen
1 = Homozygot fiir B1

2 = Homozygot fiir B2

3 = Heterozygot fiir B1/B2
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3.2.2 Statistische Analyse

Die Tab. 28 zeigt die Genotypen und die Allelfrequenzen des Tagl-Polymorphismus im
CETP-Gen. Der Trend-Test ergab kein signifikantes Ergebnis fiir die Genotypenverteilung
zwischen Steintrdgern und Kontrollen (p > 0.3). Dieser Polymorphismus lag sowohl fiir

Gallensteinpatienten (blau) als auch fiir Kontrollen (schwarz) im HWG (Abb. 9).

Tab. 28 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des CETP-Polymorphismus

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1  Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager B1 (0,612) B2 (0,388) 66 (35,9%) 93 (50,5%) 25 (13,6%)
Kontrollen B1 (0,576) B2 (0,424) 58 (31,5%) 96 (52,2%) 30 (16,3%)
Gesamt B1(0,594) B2 (0,406) 124 (33,7%) 189 (51,4%) 55 (14,9%)

Genotypen: p = 0,352 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,368 (3*-Test)

Abb. 9 De Finetti-Dreieck: Intron 1 Polymorphismus im CETP-Gen
(Diagrammerkldrung siche S. 30, Abb. 6)
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Bei Verwendung des ¢-Tests fiir unabhidngige Stichproben wurden der Genotyp als

Gruppenvariable und die demographischen bzw. laborchemischen Parameter als Testvariablen

definiert. Der Tagl-Polymorphismus lieB keine signifikanten Differenzen zwischen den

Tragern des B1 und B2 Allels erkennen. In einer Subgruppenanalyse, in der nur weibliche

Patienten untersucht wurden, hatten Frauen mit dem homozygoten Genotypen (B1/B1)

signifikant niedrigere HDL-Cholesterinspiegel (47 £ 3 vs. 54 £ 2 mg/dl, p < 0.05) als

heterozygote (B1/B2) Patientinnen.

Tab. 29 Demographische und laborchemische Daten in Abhidngigkeit von den CETP-

Genotypen “
Genotypen
B1 Bl B1 B2 B2 B2
(n=124) (n=189) (n=155)

Body mass index (kg/m?) 25,8 +0,4 257+03 26,1 +0,6
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 201 £5 202 £4 200+ 7
Glukose (mg/dl) 117+4 116 £4 122 +£8
HDL-Cholesterin (mg/dl) 46 +2 51+£2 50+3
LDL-Cholesterin (mg/dl) 125+4 121 +£3 127+ 6
Triglyzeride (mg/dl) 149 £7 142 £8 146 £ 10

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
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3.3 Apolipoprotein E (APOE)

3.3.1 RFLP

Innerhalb des amplifizierten Fragmentes von

APOE befinden sich an den Positionen 112 und

Tab. 30 Genotypen und Fragmentgrof3en
des APOE-Gens

158 die polymorphen Basenpaare, wobei drei Genotyp _ FragmentgroBen (bp)

mogliche Allele und sechs unterschiedliche

€2/2 91, 83
Genotypen (€2/€2, €2/e3, €3/e3, €2/e4, €3/e4 und /3 01,83, 48, 35
€4/e4) auftreten. Um die Genotypen identifizieren 3/3 91,48, 35
zu konnen, wurde ein 244 bp langes Fragment /4 91,83, 72, 48, 35, 19
amplifiziert, mit dem Enzym Hhal inkubiert und 3/4 91,72, 48, 35, 19
das Produkt in einem Agarosegel aufgetrennt (Abb. c4/4 72,48, 35, 19
10).
Das Bandenmuster zeigte die unterschiedlichen
Genotypen, die sich aus den drei Allelen €2, €3, €4
fir das APOE-Gen zusammensetzten. Die
FragmentgroBBen der Genotypen lassen sich aus
Tab. 30 entnehmen.
BT TLDT LT RT VBT TLRLLRRRE
FTURALUULACVDTRIVULRVLULRARS
-__; i
3 <— 501 bp
<— 320 bp
<— 190 bp
<— 110 bp
<— 67 bp

Abb. 10 RFLP des APOE-Gens

€2/e3=112 T, 158 T/ 112 T, 158 C
€3/e3=112T,158C/ 112 T, 158 C
€3/e4=112T,158 C/ 112 C, 158 C
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3.3.2 Statistische Analyse

Bei der APOE Genotypisierung war insbesondere das Allel €4 von Interesse. Apolipoprotein
E spielt eine zentrale Rolle im Cholesterintransport. Insbesondere die Interaktionen mit
hepatischen Rezeptoren (LDL- und APOE-Rezeptor), die Synthese in verschiedenen
Geweben und die Assoziation mit verschiedenen Lipoproteinen spiegeln die funktionelle
Relevanz im Cholesterinmetabolismus wieder. Fiir das Allel €4 konnten in vorangegangenen
Arbeiten Assoziationen mit der Entstehung von Cholesteringallensteinen nachgewiesen
werden (45). Das Allel ¢4 war in dieser Arbeit jedoch nicht signifikant mit dem Auftreten
von Gallensteinen assoziiert (Trend-Test = 0,832). Die Genotypverteilung war zwischen
Steintrdgern und Kontrollen nahezu identisch. Tab. 31 gibt die Genotypverteilung sowie die
Frequenzen fiir das Auftreten von €4 wieder. Dieser Polymorphismus lag bei Fillen (blau)

und Kontrollen (schwarz) im HWG (Abb. 11).

Tab. 31 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des APOE-Polymorphismus im APOE-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
O &4 g4 Ded/ el Ded/ed ed /4
Steintrdger G (0,867) A (0,133) 140 (76,1%) 39 (21,2%) 5(2,7%)
Kontrollen G (0,875) A (0,125) 142 (77,2%) 38 (20,7%) 4 (2,2%)
Gesamt G (0,871) A (0,129) 282 (1 76,6%) 77 (20,9%) 9 (2,4%)

Genotypen; p = 0,832 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,826 (y°-Test)
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Abb. 11 De Finetti-Dreieck: APOE-Gen (Diagrammerkldrung sieche S. 30, Abb. 6)



Ergebnisse 44

Die statistische Analyse der Laborparameter ergab signifikante Assoziationen zwischen dem
APOE-Polymorphismus und Gesamt-Cholesterin bzw. LDL-Cholesterin (Tab. 32). Patienten
die das Allel €4 besallen, zeigten signifikant hohere Gesamt-Cholesterinwerte (schwarz) (245
+ 24 vs. 197 = 3 mg/dl, p<0.05) sowie hohere LDL-Cholesterinwerte (grau) (154 £ 18 vs. 119
+ 3 mg/dl, p < 0.05) als Patienten ohne das €4 Allel (Abb. 12).

275 200

250 175

225 150

200 125

175 100

Gesamt-Cholesterin (mg/dl)
LDL-Cholesterin (mg/dl)

O €4/Dc4d O €4/e4 €d/e4

Genotypen

Abb. 12 APOE und Gesamt-Cholesterin bzw. LDL-Cholesterin

schwarz = Gesamt-Cholesterin, grau = LDL-Cholesterin



45 Ergebnisse

Tab. 32 Demographische und laborchemische Daten in Abhidngigkeit von den APOE-

Genotypen *
Genotypen
Ded/Ded Ded/ el €4/ €4
(n=282) (n=81) (n=5)

Body mass index (kg/m?) 259+0,3 253+0,5 25,1 +1,0
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 197 +3° 212+7 245 £ 24
Glukose (mg/dl) 119+£3 113+£6 88 £7
HDL-Cholesterin (mg/dl) 49 + 1 49 +2 65+ 11
LDL-Cholesterin (mg/dl) 119+£3°¢ 135+ 6 154+ 18
Triglyzeride (mg/dl) 144+ 6 146 £ 10 157 £ 30

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
b p < 0,05 verglichen mit @ €4 / ¢4 und €4 / €4 (¢-Test)
“p < 0,05 verglichen mit @ €4 / &4 (¢ -Test)
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3.4 ATP Binding Cassette Transporter B11 (ABCB11)

3.4.1 SNaPshot

Bei der SNaPshot-Reaktion (Minisequenzierung) wurde durch Sequenzierung nur einer Base
der Genotyp an der spezifischen Position bestimmt. Abb. 13 zeigt einen Patienten, der fiir den
Exon 13 Polymorphismus Heterozygot (C/T) an der Position 36 und fiir den Exon 9

Polymorphismus Homozygot (T/T) an der Position 41 war.

[~ =N ssoo “ooo asoo asoo
srem ABCB11 Exon 9 T/T

F=oo

[S¥ fala]

s=00
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o 1M\ JL
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=Y Ea_aacE1 1 =R B aEacE1 1
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Abb. 13 SNaPshot Genotypisierung im ABCBII-Gen. Orange kennzeichnet den
Langenstandard (Gene-Scan-120 LIZ size standard) mit 15, 20, 25, 35, 50, 62, 80, 110 und

120 bp. Die Farben rot = T bzw. schwarz = C definieren die jeweilige Base.

3.4.2 Statistische Analyse des Exon 13-Polymorphismus

Die Verteilung der Genotypen zwischen Gallensteinpatienten und Kontrollen ist mit den
zugehorigen Allelfrequenzen in Tab. 33 wiedergegeben. Es zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Gallensteinen und dem ABCBII Exon 13
Polymorphismus zeigt. Dieser Polymorphismus wich bei Féllen (blau) und Kontrollen

(schwarz) in geringem Ausmall vom HWG ab (Abb. 14).

Tab. 33 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des ABCB11-Polymorphismus Exon 13

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager C (0,707) T (0,293) 98 (53,3%) 64 (34,8%) 22 (12,0%)
Kontrollen C (0,680) T (0,320) 99 (53,8%) 52 (28,3%) 33 (17,9%)
Gesamt C(0,693) T (0,307) 197 (53,5%) 116 (31,5%) 55 (19,9%)

Genotypen: p = 0,522 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,472 (y°-Test)



47 Ergebnisse

Abb. 14 De Finetti-Dreieck: Exon 13 SNP im ABCB11-Gen
(Diagrammerkldrung siche S. 30, Abb. 6)

In der statistischen Analyse zeigte der Exon 13 Polymorphismus einen signifikanten
Unterschied zwischen den Genotypen beziiglich des body mass index (BMI). Homozygote
(T/T) Trager der Base Thymin wiesen einen signifikant hoheren BMI auf als heterozygote
(C/T) Patienten (25,4 + 0,3 vs. 27,3 + 0,7 kg/m*; p < 0,05) und homozygote (C/C) Patienten
fiir Cytosin (25,4 + 0,3 vs. 27,3 + 0,7 kg/m?; p < 0,05) (Abb. 15). Weitere laborchemische
Parameter gaben keinen Hinweis auf eine signifikante Assoziation mit der Cholecystolithiasis

(Tab. 34).
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Abb. 15 ABCBI11 und BMI
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Tab. 34 Demographische und laborchemische Daten in Abhédngigkeit von den Genotypen des
ABCBI1 SNP im Exon 13 “

Genotypen
c/C C/T T/T
(n=197) (n=116) (n=155)
Body mass index (kg/m?) 254+0,3 25,6+04 273+0,7°"
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 201 £4 200+ 5 205+ 7
Glukose (mg/dl) 119+4 116 £5 113+£6
HDL-Cholesterin (mg/dl) 49 + 1 48 +2 50+3
LDL-Cholesterin (mg/dl) 124+3 120+ 4 129+ 6
Triglyzeride (mg/dl) 145+6 134+ 6 167 £ 19

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
b p < 0,05 verglichen mit den Genotypen C/C und C/T (¢-Test)

3.4.3 Statistische Analyse des Exon 9-Polymorphismus

Die Verteilung der Genotypen zeigte eine sehr geringe Prévalenz des C-Allels, wohin gegen
fast alle Patienten homozygot fiir Thymin waren (Tab. 35). Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Genotypverteilung zwischen Kontrollen und Féllen. Aufgrund des
geringen Auftretens des Allels 1 (Minor-Allel) bei der Genotypisierung des Exon 9
Polymorphismus, wurde keine weitere statistische Auswertung angeschlossen. Dieser
Polymorphismus zeigte in einem japanischen Kollektiv eine ausgewogene Genotypverteilung
(81), was die unterschiedliche Haufigkeit dieses Polymorphismus in verschiedenen ethnischen

Gruppen verdeutlicht.

Tab. 35 Genotypverteilung des ABCB11 Polymorphismus im Exon 9

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager C (0,000) T (1,000) 0 (0%) 0 (0%) 184 (100%)
Kontrollen C (0,008) T (0,992) 1 (0,5%) 1 (0,5%) 182 (98,9%)
Gesamt  C (0,004) T (0,996) 1 (0,3%) 1 (0,3%) 366 (99,5%)

Genotypen: p = 0,499 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,247 (y*-Test)
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3.5 Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein 2 (LRP2)

3.5.1 SNP1 rs2228171

3.5.1.1 TagMan

Die Patientenproben fiir den SNP1 Polymorphismus wurden im Abi Prism 7000 Sequence
Detection System typisiert und anschlieBend mit der SDS Software ausgewertet. Mit der
Auswertung der Proben wurde ein Diagramm erstellt, in welchem jeder Punkt eine
Patientenprobe widerspiegelte (Abb. 16). Die Achsen dieses Koordinatensystems entsprachen

der Intensitét der Fluoreszenzfarbstoffe, die spezifisch fiir beide Allele definiert wurden.
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Abb.16 TagMan Auswertung fiir den SNP1 Polymorphismus im LRP2-Gen (SDS Software)
Blaue Punkte = Homozygot fiir Allel 2 (Thymin)

Griine Punkte = Heterozygot fiir Allel 1/2 (Cytosin / Thymin)

Rote Punkte = Homozygot fiir Allel 1 (Cytosin)

Schwarze Punkte = Negativ-Kontollen (ohne DNA)

3.5.1.2 Statistische Analyse

In Tab. 36 ist das Ergebnis der Genotypisierung des SNP1 Polymorphismus wiedergegeben.
Gallensteintrdger und Kontrollen wiesen eine dhnliche Verteilung der Genotypen auf. Der

Trend-Test ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem SNP1 Polymorphismus
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im LRP2-Gen und Cholesterincholelithiasis (p = 0.607). Dieser Polymorphismus lag bei
Féllen (blau) und Kontrolle (schwarz) im HWG (Abb. 17).

Tab. 36 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP1 rs228171 im LRP2-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrdger C (0,728) T (0,272) 95 (51,6%) 78 (42,4%) 11 (6,0%)
Kontrollen C (0,747) T (0,253) 102 (55,4%) 71 (38,6%) 11 (6,0%)
Gesamt C (0,738) T (0,262) 197 (53,5%) 149 (40,5%) 22 (6,0%)

Genotypen: p = 0,607 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,615 (y°-Test)
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Abb. 17 De Finetti-Dreieck: SNP1 Polymorphismus im LRP2-Gen
(Diagrammerklarung sieche S. 30, Abb. 6)

Aus den erhobenen Laborparametern lief3 sich unter Verwendung des #-Tests ein signifikanter
Unterschied zwischen dem BMI bei Triagern verschiedener Genotypen des SNPI
Polymorphismus nachweisen (Tab. 37). Patienten, die den homozygoten (T/T) Genotyp
besallen, hatten einen signifikant niedrigeren BMI (schwarz) als heterozygote (C/T) Patienten
(24,4 £ 0,8 vs. 26,3 £ 0,3 kg/mz; p < 0,05). Dieser Polymorphismus zeigte auch eine
signifikante Assoziation mit den HDL-Cholesterinwerten (grau). Homozygote (C/C) Triger
wiesen im Vergleich zu heterozygoten (C/T) Patienten deutlich niedrigere HDL-

Cholesterinwerte auf (47 = 2 vs. 51 £ 2 mg/dl; p < 0,05) (Abb. 18).
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Abb. 18 SNP1 im LRP2-Gen und BMI bzw. HDL-Cholesterin

schwarz = BMI, grau = HDL-Cholesterin

Tab. 37 Demographische und laborchemische Daten in Abhédngigkeit von den Genotypen des

LRP2 SNP1 rs228171

Genotypen
c/C C/T T/T

(n=197) (n=149) (n=22)
Body mass index (kg/m?) 25,6+0,3 26,3+0,3” 24,4+0,8
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 200+ 4 204 £5 188 +£9
Glukose (mg/dl) 119+4 115+4 118+ 10
HDL-Cholesterin (mg/dl) 47+2° 51+£2 55+3
LDL-Cholesterin (mg/dl) 124 £3 124 £4 111 £8
Triglyzeride (mg/dl) 148+ 6 146 +9 113+ 10

“ Angaben als Mittelwerte = SEM

> p < 0,05 verglichen mit dem Genotypen T/T (z-Test)
“p < 0,05 verglichen mit dem Genotypen C/T (z-Test)
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3.5.2 SNP2 rs831042

3.5.2.1 RFLP

Das 414 bp grofle amplifizierte Fragment enthielt eine Schnittstelle mit dem zu typisierenden
Polymorphismus. Trugen beide Allele Adenin an der Position des Polymorphismus, konnte
das Enzym die zum Schneiden notwendige Sequenz nicht erkennen und belief3 das Fragment
ungeschnitten. Fand auf einem Allel ein Austausch zu Guanin statt, wurde das Fragment in
282 und 132 bp groBe Teilstlicke geschnitten. Bei heterozygoten Patienten mit wurden drei
Fragmente im Agarosegel sichtbar (414, 282, 132 bp).

X
o
-
<
8
=

Abb. 19 RFLP des SNP2-Polymorphismus im LRP2-Gen
1 = Homozygot fiir Arginin (A)
2 = Heterozygot fiir Arginin und Guanin (A/G)

3.5.2.2 Statistische Analyse

In Tab. 38 ist die Verteilung der Genotypen des SNPI-Polymorphismus im LRP2-Gen
wiedergegeben. Der y-Test ergab einen signifikanten Unterschied der Genotypenverteilung
zwischen Steintrdgern und Kontrollen (p < 0.05). Patienten, die homozygot flir Arginin

waren, haben vermeintlich ein erhéhtes Risiko, Gallensteine zu entwickeln (Odds Ratio 1,6,
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95%-Konfidenzintervall [1,0; 2,5]). Dieser Polymorphismus wich jedoch bei Fillen (blau)
und Kontrollen (schwarz) signifikant vom HWG ab (Abb. 20). In einer Population getestete
genetische Variationen sollen im Allgemeinen nicht vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
abweichen. Der Abweichung vom HWG, konnten verschiedene Ursachen zu Grunde liegen,
wie z.B. Genotypisierungsfehler (RFLP) oder Genduplikaturen. Die Berechnung des HWG
dient somit auch der Kontrolle der Genotypisierung eines Polymorphismus. Weitere
statistische Auswertungen wurden fiir diesen Polymorphismus auf Grund der signifikanten

Abweichung vom HWG nicht angeschlossen.

Tab. 38 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP2 rs831042 im LRP2-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrdger G (0,288) A (0,712) 0 106 (57,6%) 78 (42,4%)
Kontrollen G (0,342) A (0,658) 0 126 (68,5%) 58 (31,5%)
Gesamt G (0,315) A (0,685) 0 232 (63,0%) 136 (37,0%)

p = 0,04 (3>-Test); OR 1,599, 95% CI [1,043; 2,450]
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Abb. 20 De Finetti-Dreieck: SNP2 rs831042 im LRP2-Gen
(Diagrammerkldrung siche S. 30, Abb. 6)
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3.5.2.3 TagMan

Fiir den SNP2 Polymorphismus im LRP2-Gen wurde aufgrund der Abweichung des RFLP
vom HWG auch das TagMan Verfahren zur Genotypisierung verwendet. Die graphische

Auswertung und Genotypisierung ist in Abb. 21 zu erkennen.
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Abb. 21 TagMan Auswertung fiir den SNP2 rs831042 im LRP2-Gen (SDS Software)
Blaue Punkte = Homozygot fiir Allel 2 (Adenin)

Griine Punkte = Heterozygot fiir Allel 1/2 (Guanin / Adenin)

Rote Punkte = Homozygot fiir Allel 1 (Guanin)

Schwarze Punkte = Negativ-Kontollen (ohne DNA)

3.5.2.4 Statistische Analyse

Aus Tab. 39 sind die Hiufigkeiten der Genotypen und Allelfrequenzen von Féllen und
Kontrollen zu entnehmen. Mit Hilfe des Trend-Tests wurde keine signifikante Assoziation
zwischen dem Auftreten von Cholecystolithiasis und dem SNP2 im LRP2-Gen berechnet (p =
0,881). Der mit Hilfe der TagMan-Methode typisierte Polymorphismus lag in der Gruppe der
Gallensteinpatienten (blau) und bei den Kontrollen (schwarz) im HWG (Abb. 22).
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Tab. 39 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP2 rs831042 im LRP2-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager G (0,484) A (0,516) 42 (22,8%) 94 (51,1%) 48 (26,1%)
Kontrollen G (0,476) A (0,524) 40 (21,7%) 95 (51,6%) 49 (26,6%)
Gesamt G (0,480) A (0,520) 82 (22,3%) 189 (51,4%) 97 (26,3%)

Genotypen: p = 0,881 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,883 (3*-Test)
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Abb. 22 De Finetti-Dreieck: SNP2 rs831042 im LRP2-Gen
(Diagrammerklarung sieche S. 30, Abb. 6)

Fir die laborchemischen Daten konnte kein signifikanter Unterschied fiir den SNP2

Polymorphismus erhoben werden. Die wichtigen Laborparameter sind in Tab. 40 aufgefiihrt.

Tab. 40 Demographische und laborchemische Daten in Abhédngigkeit von den Genotypen des
LRP2 SNP2 rs831042 ¢

Genotypen
G/G G/A AlA
(n=82) (n=189) (n=97)
Body mass index (kg/m?) 256+04 26,1 +£0,3 252+0,5
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 197 £6 205 +4 198 £5
Glukose (mg/dl) 124+ 6 116 +4 114+5
HDL-Cholesterin (mg/dl) 47+2 49+2 50£2
LDL-Cholesterin (mg/dl) 119+6 128 +3 118 +4
Triglyzeride (mg/dl) 155+ 10 144 + 7 138+ 8

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
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3.5.3 SNP3 rs2075252

3.5.3.1 RFLP

Innerhalb des 366 bp langen amplifizierten Fragmentes sind drei obligate Schnittstellen
vorhanden und fithren zur Bildung von vier Fragmenten der Grof3en 200, 83, 43 und 40 bp.
Der Polymorphismus befand sich in dem 200 bp langen Teilstiick. Bei Patienten, die auf
beiden Allelen an der Position des Polymorphismus die Base Arginin trugen, erkannte das
Restriktionsenzym die Schnittstelle nicht. Somit entstanden bei homozygoten Patienten fiir
Adenin vier Fragmente (200, 83, 43, 40 bp). War aber auf einem Allel die Base Adenin durch
Guanin ersetzt worden, wurde das 200 bp lange Fragment in ein 160 und ein 40 bp groBes
Teilstlick geschnitten. Heterozygote Patienten lieBen sich somit in der Gelelektrophorese
durch die Fragmente mit den GrofBen 200, 160, 83, 43, 40, 40 identifizieren, wobei die
kleineren Fragmente (43, 40) sich nicht mehr auftrennten und sich daher in einer Bande

darstellten (Abb. 23).
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Abb. 23 RFLP des SNP3-Polymorphismus im LRP2-Gen
1 = Homozygot fiir Arginin (A)
2 = Heterozygot fiir Arginin und Guanin (A/G)
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3.5.3.2 Statistische Analyse

Der SNP3-Polymorphismus im LRP2-Gen war signifikant mit dem Auftreten von
Gallensteinen assoziiert (p < 0.05). Der homozygote Genotyp war unter den Kontrollen, im
Gegensatz zu den Steintrdgern, vermeintlich mehr als doppelt so hiufig vertreten (OR 2,6; CI
[1,3; 5,2]) (Tab. 41). Dieser Polymorphismus wich jedoch bei Fillen (blau) und Kontrollen
(schwarz) signifikant vom HWG ab (Abb. 24). Wie bei SNP2 im LRP2-Gen (s.0.) ist eine
Abweichung dieses Polymorphismus vom HWG ein Hinweis auf einen moglichen
Typisierungsfehler (RFLP). Auch hier wurde daher keine weitere statistische Auswertung

vorgenomimen.

Tab. 41 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP3 rs2075252 im LRP2-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager G (0,467) A (0,533) 0 172 (93,5%) 12 (6,5%)
Kontrollen G (0,424) A (0,576) 0 156 (84,8%) 28 (15,2%)
Gesamt G (0,445) A (0,555) 0 328 (89,1%) 40 (10,9%)

p=0,011 (3*Test); OR 2,57, 95% CI [1,264; 5,236]

Abb. 24 De Finetti-Dreieck: SNP3 im LRP2-Gen
(Diagrammerklarung siehe S. 30, Abb. 6)
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3.5.3.3 TagMan

Fiir den SNP3 Polymorphismus im LRP2-Gen wurde neben der RFLP Genotypisierung das
TagMan Verfahren verwendet, um die Typisierung dieses Polymorphismus zu iiberpriifen. In

der folgenden Abb. 25 sind die graphisch dargestellten Genotypen zu erkennen.

[0 ==——-——————— Allelic DiscriminationS65hF—————Hd
m@|@{|a| [ Dye Components B Call:] No Amp >
= Graph
A S5.00 o
: z.00 4 ’
e 1.00
8 u e
s
e 4
-Z.00 o
2 -5.28 T T T T T T T T T T T T
-39 =200 -100 000 100 200 200 400 2S00 s00 2 7FOO 8200
Allele 1

Abb.25 TagMan Auswertung fiir den SNP3 Polymorphismus im LRP2-Gen (SDS Software)
Blaue Punkte = Homozygot fiir Allel 2 (Cytosin)

Griine Punkte = Heterozygot fiir Allel 1/2 (Thymin / Cytosin)

Rote Punkte = Homozygot fiir Allel 1 (Thymin)

Schwarze Punkte = Negativ-Kontollen (ohne DNA)

3.5.3.4 Statistische Analyse

In Tab. 42 sind die Ergebnisse der Genotypisierung mit den Allelfrequenzen fiir den SNP3
Polymorphismus gezeigt. Die statistische Untersuchung mit Hilfe des Trend-Tests ergab
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Auftreten von Gallensteinen und dem SNP3
Polymorphismus (p = 1,000). Der mit Hilfe des TaqMan-Verfahrens typisierte
Polymorphismus lag bei Fillen (blau) und Kontrollen (schwarz) im HWG (Abb. 26).
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Tab. 42 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP3 rs2075252 im LRP2-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager A (0,245) G (0,755) 11 (5,9%) 68 (37,0%) 105 (57,1%)
Kontrollen A (0,242) G (0,758) 10 (5,4%) 69 (37,5%) 105 (57,1%)
Gesamt A (0,243) G (0,757) 21 (5,7%) 137 (37,2%) 210 (57,1%)

Genotypen: p = 1,000 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 1,000 (y*-Test)
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Abb. 26 De Finetti-Dreieck: SNP3 im LRP2-Gen
(Diagrammerklarung sieche S. 30, Abb. 6)

Die laborchemischen und demographischen Daten sind fiir den SNP3 Polymorphismus in
Tab. 43 wiedergegeben. Die statistische Auswertung zeigt signifikante Unterschiede der
HDL-Cholesterin- und Triglyzeridwerte in Abhdngigkeit von den Genotypen. Homozygote
(G/G) Patienten fiir Guanin weisen signifikant hohere HDL-Cholesterinwerte (grau) auf als
heterozygote (A/G) oder fiir Adenin homozygote (A/A) Patienten (59 + 4 vs. 49 + 2 mg/dl; p
<0,05und 59 + 4 vs. 48 £ 1 mg/dl; p < 0,05). Homozygote (A/A) Patienten zeigen signifikant
hohere Triglyzeridwerte (schwarz) als heterozygote (A/G) Patienten (133 £ 6 vs. 155 = 7
mg/dl; p <0,05) (Abb. 27).
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Abb. 27 SNP3 im LRP2-Gen und Triglyzeride bzw. HDL-Cholesterin

schwarz = Triglyzeride, grau = HDL-Cholesterin

Tab. 43 Demographische und laborchemische Daten in Abhéngigkeit von den Genotypen des
LRP2 SNP3 rs2075252 ¢

Genotypen
G/G G/A A/A
(n=115) (n=156) (n=97)
Body mass index (kg/m?) 254+0,8 26,0 + 0,4 2577+0,3
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 195+12 198 +5 204+ 4
Glukose (mg/dl) 117+ 14 117+4 117+ 4
HDL-Cholesterin (mg/dl) 59+4° 49 +2 48 + 1
LDL-Cholesterin (mg/dl) 117+9 119+4 127+3
Triglyzeride (mg/dl) 123 £ 16 133£6 155+ 7°¢

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
b p < 0,05 verglichen mit dem Genotypen G/A und A/A (-Test)
“p < 0,05 verglichen mit dem Genotypen G/A (#-Test)
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3.6 Hepatische Lipase C (LIPC)

3.6.1 RFLP

Die Genotypisierung der Patienten fiir den LIPC-Polymorphismus wurde ebenfalls mit Hilfe
eines RFLP durchgefiihrt. Homozygote Patienten fiir Cytosin wiesen keine Schnittstelle auf,
so dass nur eine Bande mit der Linge von 300 bp auftrat. Durch das Einfligen von Thymin
anstelle des Cytosins wurde ein Restriktionsverdau des Fragments ermdglicht. Somit besal3en
heterozygote Patienten drei Banden (300, 215, 85 bp) und Patienten, die homozygot fiir
Thymin waren, zwei Banden (215, 85 bp). In der folgenden Abb. 28 ist die Genotypisierung
mit dem spezifischen Bandenmuster fiir den LIPC-Polymorphismus dargestellt.

Marker TX

Abb. 28 RFLP des —514 Promotor Polymorphismus des LIPC-Gens
1 = Homozygot fiir Cytosin (C)

2 = Heterozygot fiir Cytosin und Thymin (C/T)

3 = Homozygot flir Thymin (T)
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3.6.2 Statistische Analyse

Tab. 44 zeigt das Ergebnis der Genotypisierung des Polymorphismus im L/PC-Gen. Aus der
Verteilung der Genotypen war kein signifikanter Unterschied zwischen Steintrdgern und
Kontrollen zu entnehmen (p > 0.9). Dieser Polymorphismus lag bei Kontrollen (schwarz) und

Féllen (blau) im HWG und somit auf der Parabel im De Finetti-Dreieck (Abb. 29).

Tab. 44 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des LIPC-Polymorphismus

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager C (0,810) T (0,190) 123 (66,8%) 52 (28,3%) 9 (4,9%)
Kontrollen C (0,805) T (0,195) 122 (66,3%) 52 (28,3%) 10 (5,4%)
Gesamt C (0,808) T (0,192) 245 (66,6%) 104 (28,3%) 19 (5,2%)

Genotypen: p = 0,929 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,926 (y°-Test)
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Abb. 29 De Finetti-Dreieck: LIPC-Gen
(Diagrammerklarung siche S. 30, Abb. 6)

Aus den in Tab. 45 genannten Parametern lief3 sich bei Anwendung des #-Tests ein signifikant
hoherer BMI bei homozygoten (T/T) Patienten fiir Thymin gegeniiber homozygoten (C/C)
Patienten fiir Cytosin feststellen (28,0 + 1,0 vs. 25,6 + 0,3 kg/m*; p < 0,05) (Abb. 30). Fiir
weitere Parameter konnten keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden, jedoch zeigte
derselbe Genotyp (T/T), der mit dem BMI signifikant assoziiert ist, eine Tendenz zu hdheren

Gesamt-Cholesterin- und Triglyzeridwerten (Tab. 45).
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Abb. 30 BMI und LIPC

Tab. 45 Demographische und laborchemische Daten in Abhidngigkeit von den LIPC-

Genotypen “
Genotypen
C/C C/T T/T

(n =245) (n=104) (n=19)
Body mass index (kg/m?) 25,6+ 0,3 258+0,5 28,0+ 1,0°
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 200+ 3 201 +£5 219+ 13
Glukose (mg/dl) 115+3 122+ 6 119+ 12
HDL-Cholesterin (mg/dl) 49 + 1 49 +2 54+4
LDL-Cholesterin (mg/dl) 124 +£3 119+4 139+9
Triglyzeride (mg/dl) 143 +£6 145+7 167 £ 44

“ Angaben als Mittelwerte = SEM

b p < 0,05 verglichen mit C/C (¢ -Test)
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3.7 SRBI
3.7.1 Intron5

3.7.1.1 RFLP

Die Genotypisierung des SNP im Intron 5 des Scavenger Rezeptors B1 erfolgte mit Hilfe der
RFLP-Methode. Der Verdau des 291 bp groBen PCR-Produktes fithrte nach
gelelektrophoretischer Auftrennung zu einem spezifischen Bild im Agarosegel (Abb. 31).
Trugen beide Allele ein Cytosin (C), zeigten sich im Agarosegel drei Banden der GroB3e 194,
67 und 30 bp; falls jedoch auf einem Allel der Austausch mit Thymin (T) stattgefunden hatte,
ging eine Schnittstelle verloren, und ein weiteres Fragment mit einer Linge von 97 bp

entstand.

Marker IX

= <— 603 bp

67bp —F dade - b W <— 72 bp

Abb. 31 RFLP des Intron 5 Polymorphismus im SRB/-Gen:
1 = Homozygot fiir Cytosin (C)
2 = Heterozygot fiir Cytosin und Thymin (C/T)

<— 310bp
<— 194 bp

<— 118 bp
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3.7.1.2 Sequenzierung

Zur Verifizierung der Genotypen wurde
eine Sequenzierung durchgefiihrt. Die
farbkodierten Signale der Intron 5
Sequenz zeigten zwischen zwei Patienten
einen genetischen Unterschied in nur einer
Base. In der oberen Sequenz der Abb. 32
deuten zwei gleich hohe Signale auf das
Vorliegen einer Heterozygotie fiir die
Basen Cytosin (blau) und Thymin (rot)
hin. In der unteren Sequenz liegt jedoch
an der gleichen Position nur ein Signal fiir

Cytosin (blau) vor, somit ist dieser Patient

homozygot fiir Cytosin.

3.7.1.3 Statistische Analyse

l Heterozygot C/T

(=R o

lHomozygotC
& N\ﬂ |

INTRON 5

Abb. 32 Exemplarische Darstellung der
Sequenz eines heterozygoten (C/T) und eines
homozygoten (T/T) Patienten fiir den Intron

5 Polymorphismus im SRB-Gen.

Bei Verteilung der Genotypen zeigte sich, dass 295 Patienten homozygot (C) und 73

heterozygot (C / T) waren, jedoch kein Patient homozygot (T). Es lag kein signifikanter

Unterschied in der Genotypverteilung zwischen Steintrdgern und Kontrollen vor (p > 0,05).

Der SRBI Intron 5 Polymorphismus lag bei Kontrollprobanden (schwarz) im HWG und wich

mit den Fillen (blau) nur gering davon ab (Abb. 33).

Tab. 46 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des Intron 5 Polymorphismus im SRB1-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager C (0,889) T (0,111) 143 (77,7%) 41 (22,3%) 0
Kontrollen C(0,913) T (0,087) 152 (82,6%) 32 (17,4%) 0
Gesamt C (0,901) T (0,099) 295 (80,2%) 73 (19,8%) 0

Genotypen: p = 0,296 (- Test)
Allelfrequenzen: p = 0,324 (y*-Test)
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Abb. 33 De Finetti-Dreieck: Intron 5 Polymorphismus im SRB/-Gen
(Diagrammerklarung siche S. 30, Abb. 6)

Signifikante Resultate ergaben sich fiir die Triglyzeride sowie fiir das Gesamt-Cholesterin.
Patienten die den homozygoten Genotyp (C/C) trugen, hatten signifikant hohere
Triglyzeridspiegel (schwarz) (153 + 6 vs. 114 + 6 mg/dl; p < 0,05) sowie hohere Gesamt-
Cholesterinwerte (grau) (204 + 3 vs. 186 = 7 mg/dl; p < 0,05) (Abb. 34, Tab. 47). Fiir weitere

Testvariablen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

220 300
180 [ 4 1 260
140 220

100 180
/

Triglyzeride (mg/dl)
Gesamt-Cholesterin (mg/dl)

C/C CIT

Genotypen

Abb. 34 SRB] Intron 5 Polymorphismus und Triglyzeride / Gesamt-Cholesterin

schwarz = Triglyzeride, grau = Gesamt-Cholesterin
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Tab. 47 Demographische und laborchemische Daten in Abhédngigkeit von den Genotypen des

SRBI SNP im Intron 5 ¢

Genotypen
c/C C/T

(n=295) (n=173)
Body mass index (kg/m?) 25,7+0,2 26,0+0,5
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 204+3° 186 + 7
Glukose (mg/dl) 118+3 112+£5
HDL-Cholesterin (mg/dl) 49+ 1 50+3
LDL-Cholesterin (mg/dl) 124 +3 119+7
Triglyzeride (mg/dl) 153+6° 114+6

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
b p < 0,05 verglichen mit C/T (z-Test bei unabhdngigen Stichproben)
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3.7.2 Exon 8

3.7.2.1 RFLP

Der Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus des SNPs im Exon 8 des SRBI-Gens stellte
sich im 4% NuSieve-Agarosegel, wie in Abb. 35 zu erkennen, durch ein spezifisches
Bandenmuster dar. Das PCR-Amplifikat besa3 eine obligate Schnittstelle, die zu einer
Teilung in ein 64 bp, auf dem sich der SNP befand, und ein 154 bp grofles Fragment fiihrte.
Der Wildtyp [3], der mit der Base Thymin auf beiden Allelen keine weitere Schnittstelle
aufwies, hatte demzufolge auch die beiden Banden der GroBe 154 und 64 bp. Mit dem
Austausch der Base Thymin durch Cytosin auf einem Allel ergab sich fiir den heterozygoten
Genotyp [2] ein Bandenmuster mit Lingen von 154, 64, 33 und 31 bp. Bei homozygoten
Patienten [1] fiir Cytosin wurde das 64 bp lange Teilstiick in zwei DNA-Fragmente
geschnitten, und somit zeigten sich im Agarosegel die Banden der GroB3e 154, 33 und 31 bp.

Marker IX

<— 603 bp

<— 310bp

oo e i . < 194bp

154op — Ll Lo dmd o <— 118bp

33,31 bp —>

Abb. 35 RFLP des Exon 8 Polymorphismus im SRB/-Gen :
1 = Homozygot fiir Cytosin (C)

2 = Heterozygot fiir Cytosin und Thymin (C/T)

3 = Homozygot flir Thymin (T)
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3.7.2.2 Sequenzierung

Auch beim Exon 8 Polymorphismus im

SRBI-Gen wurde eine Sequenzierung lHeterozygot AG

durchgefithrt, um eine Bestitigung der
Ergebnisse des vorangegangenen RFLP zu
erzielen. Abb. 36 zeigt zwei Sequenzen,
verschiedener Patienten, die sich in einer
DNA-Sequenz
Dieser Unterschied der Basen stellt den SNP

im Exon 8 des SRBI-Gens dar. Die Sequenz

Base der unterscheiden.

des oberen heterozygoten Patienten zeigt die
Basen Arginin (griin) und Guanin (schwarz),
wohin gegen die Sequenz des unteren
Patienten auf beiden Allelen die Base Guanin
und somit

besitzt einen homozygoten

Genotyp (G/G) charakterisiert.

3.7.2.3 Statistische Analyse

AL 7FE

EXON 8

l Homozygot G

S OG G T C G G C o C T TG G
1 =E a

Abb. 36 Sequenz des Exon 8 Polymorphismus
im SRBI-Gen.

Aus Tab. 48 ist die Verteilung der Genotypen des Polymorphismus im Exon 8 des SRB/-Gens

zu entnehmen. Die Berechnung des Trend-Tests ergab keinen signifikanten Unterschied in der

Genotypverteilung (p > 0,7). Dieser Polymorphismus lag bei Fillen (blau) im HWG und wich

nur geringfligig bei den Kontrollen (schwarz) davon ab (Abb. 37).

Tab. 48 Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Exon 8 Polymorphismus im SRB/-Gen

Allelfrequenzen Genotypen
Allel 1 Allel 2 Homozygot 1 Heterozygot 12 Homozygot 2
Steintrager C (0,516) T (0,484) 55(29,9%) 80 (43,5%) 49 (26,6%)
Kontrollen C(0,533) T (0,467) 60 (32,6%) 76 (41,3%) 48 (26,1%)
Gesamt C (0,524) T (0,476) 115 (31,3%) 156 (42,4%) 97 (26,4%)

Genotypen: p = 0,731 (Trend-Test)
Allelfrequenzen: p = 0,712 (3*-Test)




Ergebnisse

70

Abb. 37 De Finetti-Dreieck: Exon 8 Polymorphismus im SRB/-Gen

(Diagrammerklarung sieche S. 30, Abb. 6)

Aus demographischen sowie laborchemischen Daten konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen einzelnen Genotypen mit Hilfe des #-Tests erhoben werden. Die erhobenen

Laborparameter sind in Tab. 49 aufgelistet.

Tab. 49 Demographische und laborchemische Daten in Abhéngigkeit von den Genotypen des

SRBI1 SNP im Exon 8 ¢

Genotypen
C/C C/T T/T

(n=115) (n=156) (n=97)
Body mass index (kg/m?) 26,1 +0,4 25,03+0,3 26,0+ 0,4
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 201 £5 200£5 202 £5
Glukose (mg/dl) 112+4 119+4 120+ 6
HDL-Cholesterin (mg/dl) 49+2 48 £2 51+£2
LDL-Cholesterin (mg/dl) 124 +4 120+ 4 128 £5
Triglyzeride (mg/dl) 143 + 8 146 =7 145+ 10

“ Angaben als Mittelwerte = SEM
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4 Diskussion

4.1 Pathogenese der Cholesterincholelithiasis und genetische Analysen in

einer humanen Assoziationsstudie

Das Verstandnis der molekularen Pathogenese der Gallensteinentstehung hat sich in den
letzten Jahren entscheidend erweitert. Von der Beschreibung exogener Risikofaktoren ist man
dazu tlibergegangen, zunehmend die molekularen Pathomechanismen zu explorieren und die
Genetik und potentielle Kandidatengene in den Fokus der Analysen zu stellen. Zudem hat
sich in der Medizin und Biologie das Verstindnis iiber die molekulargenetischen Grundlagen
von Erkrankungen bedeutend weiterentwickelt (82, 83). Die Aufklirung des Metabolismus
und des Transports von Cholesterin hat grundlegende Einblicke in die Funktion der Leber und
die Bildung der Galle ermoglicht. Die am hepatischen und bilidren Cholesterinmetabolismus

beteiligten Transportsysteme konnen Abb. 38 entnommen werden.

In einer Reihe epidemiologischer Studien wurden geographische und ethnische Unterschiede
in der Gallensteinprdavalenz gefunden. Genomanalysen im Mausmodell haben zudem zur
Entdeckung von Kandidatengenen, die eine entscheidende Rolle in der Entstehung von
Cholesterincholelithiasis spielen, gefiihrt. Mit Hilfe der Quantitative Trait Locus (QTL)-
Analyse konnten lithogene (Lith) Genloci identifiziert und eine murine Gallensteinkarte
erstellt werden (84-86). Ein QTL ist definiert als eine chromosomale Region, die mindestens
ein Gen enthilt, das den untersuchten Phinotyp beeinflusst. Die QTL-Analyse lokalisiert
chromosomale Regionen in experimentellen Kreuzungen gallensteinsuszeptibler und -
resistenter Inzuchtmausstdmme, die mit den Phinotypen assoziiert sind und eine genetische
Ursache fiir die Entstehung der Cholesterincholelithiasis darstellen konnen. Diese Ergebnisse
legten nahe, die Ubertragbarkeit der im Mausmodell erzielten Daten in einer humanen Studie
zu priifen. Ein derartiger Transfer ist unter molekularbiologischer und genetischer Hinsicht
zuldssig, weil zahlreiche Stoffwechselprozesse in der Maus mit denen des Menschen
iibereinstimmen und fiir 99% der murinen Gene orthologe humane Gene existieren (87).
Nicht automatisch zeigen krankheitsrelevante Gene der Maus die gleichen funktionellen
Effekte beim Menschen, doch sind wichtige Regulationsmechanismen genetisch konserviert

und nehmen bei unterschiedlichen Spezies dieselben Schliisselrollen in der Pathogenese ein.
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VLDL-Cholesterin HDL-Cholesterin

FC
' FC PLTP '
CETP CE

HDL-
Cholesterin

) LCAT
CE
SRBI LIPC

CM-
Remnants

SLC10A1

LRP

LDL
-,

LDL-R

SLC21A6

Organische

Kationen
SLC22A1

Gallenblase

CCK-
Rezepztor

Abb. 38 Schematische Darstellung des hepatischen und bilidren Cholesterinmetabolismus
Abkiirzungen vergleiche Abkiirzungsverzeichnis; SLC, Solute Carrier; CCK, Cholecystokinin;
CE, Cholesterinester; FC, freies Cholesterin; LCAT, Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase;

PLTP, Phospholipid-Transferprotein

Genetische Polymorphismen sind Variationen in der DNA-Sequenz mit einer Allelfrequenz
innerhalb einer Population von mindestens 1%. Polymorphismen lassen sich hinsichtlich
verschiedener Aspekte charakterisieren: repetitive Polymorphismen, Intron-Polymorphismen,
Exon-Polymorphismen, Insertionen und Deletionen. Die hdufigsten DNA-Sequenz-Varianten
im humanen Genom sind SNPs. Fiir die Auswahl von Polymorphismen sind ihre Lokalisation
und ihre funktionelle Relevanz von besonderer Bedeutung. Da im menschlichen Genom iiber

eine Million SNPs existieren, ist eine gezielte Selektion der in einer Assoziationsstudie
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untersuchten Polymorphismen besonders wichtig. Die Gesichtspunkte fiir die Wahl von

geeigneten Polymorphismen sind in Tab. 50 zusammengefasst (88).

Tab. 50 Kriterien der SNP Selektion

Art der o e . .. | Phénotypischer
Variation Lokalisation Charakteristika Haufigkeit Effekt
Kodierende Abbruch der Aminosduren- Sehr
Nonsense o Sehr stark
Sequenz Sequenz niedrig
Missense / Anderung der Aminosiuren-
. Kodierende Sequenz mit moglicher C MittelmiBig bis
nicht- “ Niedrig
Svnonvm Sequenz Anderung der stark
ynony Proteineigenschaften
Anderung der Aminosiuren-
Insertion/ | Kodierende Sequenz mit moglicher Niedri Niedrig bis sehr
Deletion Sequenz Anderung der & stark
Proteineigenschaften
Kodierende 'Ke1.1'1 ¢ Anderung der Mittel- Niedrig bis
Synonym Sequenz Aminosduren-Sequenz / kann mABi stark
d aber zu Splice-Varianten fithren &
Promotor / | Promotor, Kgme ‘Anderung der Niedrig bis D
. , Aminosduren-Sequenz / . Niedrig bis
regulatorisch 5’UTR, K . . mittel-
. , ann aber die Genexpression s hoch
e Region 3’UTR . mifig
beeinflussen
Keine bekannte Funktion /
Intron- Intron kann aber die Genexpression Hoch Sehr schwach
Bereich oder die mRNA Stabilitét
beeinflussen

Die Recherche nach geeigneten Polymorphismen erfolgte mit Hilfe von Publikationen und
elektronischen Datenbanken im Internet. Innerhalb dieser Datenbanken sind Gene mit den
bisher bekannten Varianten vertffentlicht. Weitere Informationen, wie z.B. die Lokalisation
und funktionelle Effekte, werden teilweise ebenfalls angegeben. In wenigen Fillen sind auch
Allelfrequenzen bekannt, die in definierten Populationen ermittelt wurden. Aus diesem Grund
ist es fiir den Studienaufbau wichtig, aus welcher geographischen Region bzw. ethnischen
Gruppe diese Informationen stammten.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Auswahl der Kandidatengene zum einen anhand der
murinen Gallensteinkarte (Abb. 2) und zum anderen anhand humaner Studienergebnisse (45,
70, 89). Aus der murinen Gallensteinkarte wurden diejenigen Gene ausgewdhlt, die eine
deutliche Assoziation mit der Genese von Gallensteinen zeigten, so genannte Lith-Gene. Die
beiden Gene Abcbl1 und Lrp2 wurden im Lithl-Locus identifiziert. Weiterhin wurde das Gen
der hepatischen Lipase (Lipc) im Lith5-Locus in diese Arbeit aufgenommen. Aufgrund der
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Ergebnisse humaner Studien wurden zudem die Gene des Apolipoproteins E (4POE), des
hepatischen HDL-Rezeptors (SRB7) und des Cholesterinester-Transferproteins (CETP) in die

genetischen Analysen einbezogen.

Um Polymorphismen zu identifizieren, die mit der Gallensteinpathogenese beim Menschen
assoziiert sind, gibt es die Moglichkeit, Familienuntersuchungen oder Fall-Kontroll-Studien
durchzufiihren. In dieser Arbeit wurde eine Assoziationsstudie mit 184 Gallensteinpatienten
sowie 184 nach Alter, Geschlecht und BMI gematchten Kontrollen durchgefiihrt. Diese
Methode bietet den Vorteil eines effektiven Designs, birgt aber die Gefahr eines Fehlers bei
der Auswahl des Kontrollkollektivs. Entscheidend ist die Tatsache, dass alle Patienten dieser
Studie aus dem Universitdtsklinikum Aachen rekrutiert wurden, so dass Félle sowie
Kontrollen aus demselben Kollektiv stammen (71, 72). Um bekannte Risikofaktoren der
Gallensteinentstehung herauszufiltern und genetische Risikofaktoren zu identifizieren,

wurden die Patienten zudem nach Alter, Geschlecht und BMI gematcht.
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4.2 Varianten  humaner Gene als genetische Marker der

Cholesterincholelithiasis

Ziel dieser Studie war es, Assoziationen zwischen Polymorphismen (SNPs) in
Gallensteinkandidatengenen und Cholesterincholelithiasis in einer Fall-Kontroll-Studie zu

untersuchen sowie Zusammenhinge mit bekannten lithogenen Risikofaktoren aufzudecken.

4.2.1  CETP als genetische Variable im reversen Cholesterintransport

Das Cholesterinester-Transferprotein ist ein Mitglied der Lipidtransfer-Proteine und kann
nahezu jedes Lipoprotein binden. Obwohl das Cholesterinester-Transferprotein mit jedem
Lipoprotein interagieren kann, ist seine Hauptaufgabe der Transfer von Cholesterinester (CE)
und Triglyzeriden (TG) im humanen Plasma, insbesondere der CE-Transfer von HDL auf
VLDL, LDL bzw. IDL und der TG-Transfer in entgegengesetzter Richtung. Aus diesen
Funktionen ldsst sich fiir das Cholesterinester-Transferprotein eine bedeutende Rolle im
reversen Cholesterintransport ableiten (90, 91). Die Verteilung eines RFLP im CETP-Gen
(TaqIB) unterschied sich in einer finnischen Studie signifikant zwischen Patienten mit
Cholesteringallensteinen und  steinfreien = Kontrollen, wobei die  homozygoten
Gallensteinpatienten verminderte Serum-HDL-Spiegel besallen (51). Hiermit ist auch das
CETP-Gen ein attraktives Kandidatengen  hinsichtlich der  Entstehung der
Cholesterincholelithiasis. In der vorliegenden Studie wurde der TagIB Polymorphismus
ausgewdhlt und analysiert. Eine Assoziation zwischen dem SNP und Gallensteinen konnte
nicht ermittelt werden. Die weitere Analyse ergab, dass Frauen mit dem homozygoten
Genotypen (B1/B1) signifikant niedrigere HDL-Cholesterinspiegel als heterozygote (B1/B2)
Patientinnen hatten. Dieser Zusammenhang ist in fritheren Studien {liber den TagqlIB
Polymorphismus beschrieben worden und konnte in dieser Arbeit bestitigt werden (51, 79,
80). Die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen aus vorangegangenen Studien iiber das CETP-
Gen ist ein Beleg fiir die korrekte Auswahl repréisentativer Patienten- und Kontrollkollektive
in der vorliegenden Assoziationsstudie. Es konnte zwar keine direkte Assoziation zwischen
dem CETP-Gen und Gallensteinen gezeigt werden, doch ist dieser Polymorphismus mit

einem bekannten Risikofaktor flir die Steinentwicklung signifikant assoziiert.
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4.2.2 Die kontroverse Rolle von APOE

Die aminoterminale Doméne des Apolipoprotein E kann Bindungen mit dem LDL-Rezeptor
und dem LDL receptor-related protein (LRP) eingehen. Die drei APOE Isoformen haben
unterschiedliche Bindungsaffinititen, wobei E2 eine verminderte Affinitit aufweist. APOE4
Partikel werden schnell aus dem Plasma beseitigt und fithren so zu einer Repression der
hepatischen LDL-Rezeptoren und zu einer Erhohung der Plasma-Cholesterinkonzentration
(92). Zudem ist APOE in der Galle identifiziert worden und konnte als Promotor- oder
Inhibitorprotein die Cholesterinkristallisation modulieren (93); mitunter steigt die APOE-
Expression in Epithelzellen der Gallenblase bei Anreicherung von Cholesterin an (94). Bisher
wird der Einfluss von APOE auf die Pathogenese der Cholesteringallensteine kontrovers
diskutiert. So ist die Isoform E4 als ein Risikofaktor fiir die Gallensteinentstehung (45), aber
auch fiir das Wiederauftreten von Gallensteinen nach erfolgreicher StoBwellen-Lithotripsie
identifiziert worden (46, 47). Eine japanische Studie von HASEGAWA et al. (95) konnte jedoch
keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Gallensteinen und dem APOE
Polymorphismus feststellen. Eine Untersuchung von schwangeren Patientinnen ergab
ebenfalls keine signifikante Assoziation zwischen der Gallensteinpriavalenz und der E4
Isoform (96). Die Arbeitsgruppe um VAN ERPECUM et al. (49) konnte ebenso wenig einen
signifikanten Unterschied in der Choleserinkristallisation bzw. der Anzahl von
Cholesterinsteinen zwischen APOE4-Trégern und Patienten ohne die Isoform E4 ermitteln. In
der vorliegenden Studie konnte kein signifikanter Unterschied der APOE Genotypen
zwischen Steintrdgern und Kontrollen nachgewiesen werden. Wie auch in den Studien zuvor
(48, 97-99) konnte in dieser Arbeit jedoch eine Assoziation mit Serumlipiden belegt werden.
Die Daten unterstreichen die Validitit der getesteten Population in dieser Arbeit. Patienten
mit dem &4 Allel hatten signifikant hohere Gesamt-Cholesterin- und LDL-Cholesterinwerte
im Gegensatz zu Probanden ohne &4 Allel (45, 93, 100, 101). Die genannten Ergebnisse
stiitzen die Hypothese, dass APOE eine wichtige Rolle im Cholesterinmetabolismus spielt und

einen lithogenen Risikofaktor darstellt.
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4.2.3 Die Gallensiurenexportpumpe ABCBIl im Lithl-Locus als potenzielles
Kandidatengen

Die bilidre Sekretion von Gallensduren durch Hepatozyten geschieht mit Hilfe von ATP-
abhingigen Transportsystemen. Diese Transporter sind in der Gallebildung
geschwindigkeitsbestimmend. Monovalente Gallensduren werden tiber die in der
kanalikuldren Hepatozytenmembran lokalisierte Gallensdurenexportpumpe ABCBI11, friiher
BSEP (Bile salt export pump) bzw. SPGP (Sister-of-p-glycoprotein) genannt (102), gegen den
Konzentrationsgradienten in die Gallekanalikuli sezerniert. Funktionsstérungen dieses Gens
fiihren zur progressiven familidren intrahepatischen Cholestase (PFIC) (60, 103). Die PFIC ist
eine autosomal rezessiv erbliche, schwere cholestatische Lebererkrankung mit Manifestation
in der Kindheit, die meist rasch zur Leberzirrhose fortschreitet. Dieser Transporter kann zu
einer verdnderten bilidre Lipidsekretion der Leber und zu einer Verschiebung der
Lipidzusammensetzung der Galle aus der mizellaren Phase (Phase 1) im Gleichgewichts-
Phasendiagramm nach WANG und CAREY (Abb. 1) fiithren, die die Bildung von Gallensteinen
begiinstigt. Das Gen des kanalikuldren Gallensdurentransporters Abcb11 stellt aufgrund seiner
Kolokalisation mit dem Hauptlocus Lithl und seiner differenziellen Expression in
gallensteinsuszeptiblen und —resistenten Inzuchtmausstimmen ein attraktives Kandidatengen
fiir die Cholesterincholelithiasis dar (104, 105). Abcbll-transgene Maiduse zeigen nach
Fiitterung einer cholesterin- und cholsdurereichen Didt eine tendenziell erhohte
Gallensteinsuszeptibilitét (106).

In der vorliegenden Studie wurden zwei SNPs (Exon 9, Exon 13) im ABCB11-Gen analysiert.
Hier ergaben sich keine signifikanten Assoziationen zwischen der Cholesterincholelithiasis
und den beiden Exon-Polymorphismen. Der Exon 9 Polymorphismus zeigte eine sehr niedrige
Minorallelfrequenz von nur 0,4%, so dass wir bei diesem Polymorphismus aufgrund der
kleinen Fallzahlen keine weiteren Analysen anschlossen. Bei der statistischen Analyse des
Exon 13 Polymorphismus zeigte sich, dass homozygote (T/T) Patienten einen signifikant
hoheren BMI als heterozygote (T/C) bzw. homozygote (C/C) Probanden hatten. Damit konnte
erstmals fiir ABCBI1 eine signifikante Assoziation mit einem lithogenen Risikofaktor gezeigt
worden. Die oben beschriebenen Ergebnisse sowie die Beobachtungen, dass der Exon 13
Polymorphismus mit einem lithogenen Risikofaktor (BMI) assoziiert ist, weisen auf einen
relevanten Effekt des Gallensteinkandidatengens ABCBII in der Pathogenese der

Cholesterincholelithiasis hin.
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4.2.4  LRP2 als weiteres attraktives Kandidatengen im LithI-Locus

LRP2, auch als Glykoprotein 330 bzw. Megalin bekannt, ist ein Lipoproteinrezeptor, der zur
LDL-Rezeptor-Genfamilie gehort und strukturelle Ahnlichkeiten mit dem LDL-Rezeptor
aufweist (61). Primdr wurde dieser Rezeptor in Ratten als Bestandteil des HEYMANN
Nephritis Antigen Komplex (LRP2 und RAP (Rezeptor Assoziiertes Protein)) identifiziert.
LRP?2 wird auf speziellen Epithelien exprimiert, wie z.B. im Ileum, den proximalen Tubuli der
Niere, in der Lunge und im Ventrikelsystem des ZNS. Kiirzlich konnte auch eine Expression
in Cholangiozyten nachgewiesen werden (DAVIDS, N., LAMMERT, F., unveroffentlichte
Beobachtungen). Aufgrund der Expression von LRP2 in der Leber oder der Gallenblase
konnte dieser Rezeptor eine entscheidende Rolle in der hepatischen Cholesterinhomdostase
und der Cholesteringallensteinbildung spielen (64, 65), da zu den extrazelluldre Liganden
unter anderem APOE, APOB, Vitamin-D bindendes Protein und retinal bindendes Protein
zdhlen, die im Lipidstoffwechsel eine wichtige Rolle spielen. Als Vitamin A-Rezeptor konnte
LRP2 die Retinolsekretion beeinflussen und iiber nukledre Rezeptoren zudem an der
Regulation des Gallensdurentransporters ABCB11 beteiligt sein.

In dieser Arbeit konnte zunichst eine Assoziation zwischen zwei RFLPs im LRP2-Gen und
der Cholesterincholelithiasis detektiert worden. Jedoch =zeigt die Verteilung beider
Polymorphismen einen Heterozygoten-Uberschuss. Im De Finetti-Dreieck wichen die
Populationen (Félle und Kontrollen) deutlich von der Parabel (HWG) nach oben ab (Abb. 20
und 24). Eine solche Genotypenverteilung mit einem Uberhang an heterozygoten Patienten ist
in einer natiirlichen Population nicht zu erwarten. Eine Ausnahme bietet der balancierte
Polymorphismus, bei dem eine umweltbedingte Selektion vorliegt; ein Beispiel hierfiir ist die
Interaktion zwischen Malaria und der Sichelzellandmie (107). Eine solche Selektion war in
dieser Arbeit nicht zu erwarten, so dass eine weitere Uberpriifung erfolgte. Die Ursache fiir
das signifikante Abweichen beider getesteter SNPs im LRP2-Gen konnten Genduplikaturen
im humanen Genom sein, bei denen ein Fragment ohne den Polymorphismus zusétzlich
amplifiziert wurde, so dass die Genotypisierung zu Ergebnissen fiihrt, die in einem
natiirlichen Kollektiv nicht auftreten knnen. Aus diesem Grund wurden zur Kontrolle beide
Polymorphismen sowie ein zusitzlich ausgewihlter SNP mit einer weiteren Methode
(TagMan) iiberpriift und typisiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigte, dass alle drei
getesteten SNPs im HWG bzw. auf der Parabel im De Finetti-Dreieck lagen. Sie wiesen damit
eine andere Genotypverteilung im Vergleich zum getesteten RFLP auf. Diese Beobachtung

bestitigte, dass mit der Methode des RFLP bei der Genotypisierung der LRP2
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Polymorphismen ein Genotypisierungsfehler aufgetreten ist, mit der TagMan Methode
dagegen valide Ergebnisse erzielt wurden. Mit Hilfe der TagMan Genotypisierung zeigte kein
SNP eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten von Gallensteinen. Fiir den SNPI
(rs2228171) konnte allerdings eine signifikante Assoziation mit lithogenen Risikofaktoren
gezeigt werden. Homozygote (C/C) Patienten hatten signifikant niedrigere HDL-
Cholesterinwerte im Vergleich zu heterozygoten Patienten. Auch wiesen Heterozygote einen
signifikant héheren BMI auf als homozygote (T/T) Patienten. Zudem waren tendenziell die
LDL-Cholesterinwerte und auch die Triglyzeridkonzentrationen bei homozygoten (C/C)
Patienten erhoht. Ebenso war der SNP3 (rs2075252) signifikant mit Risikofaktoren fiir das
Gallensteinleiden assoziiert. Homozygote (G/G) Patienten hatten signifikant hohere HDL-
Cholesterinspiegel als heterozygote (G/A) oder homozygote (A/A) Patienten, homozygote
(A/A) Patienten hatten deutlich hohere Triglyzeridwerte im Vergleich mit heterozygoten
(G/A) Patienten. Diese Ergebnisse beschreiben erstmals eine Assoziation zwischen dem
LRP2-Gen und lithogenen Risikofaktoren. Die signifikanten Zusammenhidnge zwischen
Polymorphismen im  LRP2-Gen und Laborparametern, die  Ausdruck des
Cholesterinstoffwechsels sind, weisen auf die potentielle Rolle von LRP2 in der
Cholesterinhomdostase hin. Die Identifizierung mehrerer Kandidatengene innerhalb eines
QTLs bedeutet nicht, dass diese Gene einander als Kandidatengene ausschlieBen. Es ist
durchaus denkbar, dass Lith! eine Gruppe von funktionell verwandten Genen darstellt und
den additiven Effekt mehrerer Polymorphismen widerspiegelt. Bei einem additiven Effekt ist
ein entsprechend hoher LOD-Score (> 3,3 fiir Lithl) bei der QTL-Analyse zu erkldren. Dies
bedeutet, dass Kandidatengene an einem genetischen Ort zu finden sind, die eine Assoziation
mit dem Phénotyp aufweisen. Somit ldsst sich fiir diesen Locus ein hdherer LOD-Score

errechnen.

425 LIPC mit Einfluss auf das Lipoproteinmuster als mogliches

Gallensteinkandidatengen

Die hepatische Lipase ist ein lipolytisches Enzym, das in Hepatozyten synthetisiert wird
(108). Durch ihre Sekretion und die extrazelluldre Lokalisation greift die hepatische Lipase in
den Lipoproteinmetabolismus ein. In Studien {iber Polymorphismen der hepatischen Lipase
zeigen sich Effekte im Hinblick auf das Lipoproteinmuster (HDL, LDL, VLDL). Bedeutend
ist die inverse Korrelation zwischen der Enzym-Aktivitdt und dem HDL-Cholesterinspiegel

(109-111). Zudem findet sich fiir das murine Gen Lipc eine Kolokalisation mit Lith5. Somit
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ist Lipc ein weiteres attraktives Kandidatengen fiir die Cholelithiasis. Diese Beobachtungen
fiihren zu der Uberlegung, dass eine Variation im Gen der hepatischen Lipase zur Entstehung
von Gallensteinen beitragen kann. Obgleich der -514 Promotor-Polymorphismus in dieser
Arbeit keine signifikante Assoziation mit Cholesterincholelithiasis zeigte, ergab sich ein
Zusammenhang mit dem BMI. Patienten die homozygot (T/T) waren, zeigten einen
signifikant hoheren BMI als heterozygote (C/T) oder homozygote (C/C) Patienten. In einem
kanadischen Kollektiv konnte zuvor schon eine Assoziation zwischen dem -514 Promotor-
Polymorphismus und dem BMI bzw. dem HDL-Cholesterin gezeigt werden (112). In dieser
Arbeit wiesen homozygote Patienten (T/T) ebenfalls tendenziell hohere HDL-
Cholesterinwerte auf. Dieser Promotor-Polymorphismus beeintriachtigt die Aktivitdt der
hepatischen Lipase signifikant und greift in den Lipoproteinmetabolismus ein (113). Diese
Arbeit konnte die Ergebnisse einer zuvor beschriebene Assoziation des -514 Promotor-
Polymorphismus mit dem BMI (112) bestdtigen und macht die Relevanz des LIPC-Gens im

humanen Cholesterinstoffwechsel deutlich.

4.2.6 SRBI — Der Rezeptor fiir HDL-Cholesterin, die Quelle bilidren Cholesterins

Der hepatische HDL-Rezeptor der Leber spielt eine bedeutende Rolle im
Cholesterinstoffwechsel. In vorangegangenen Studien (114) konnte eine Korrelation zwischen
dem HDL-Cholesterinspiegel und dem bilidren Cholesterin aufgedeckt werden. Niedrige
HDL-Cholesterinkonzentrationen korrelieren mit einer Cholesterinanreicherung der Galle und
steigern das Risiko der Gallensteinentstehung (115). ROBINS et al. (116) konnten zeigen, dass
zirkulierendes HDL als Hauptquelle fiir freies Cholesterin in der Galle dient. Zudem ergaben
murine QTL-Analysen, dass der hepatische HDL-Rezeptor mit einem genetischen Lokus
kolokalisiert, der mit dem HDL-Spiegel assoziiert ist (117). Es wurde daher die Hypothese
aufgestellt, dass Cholesterin aus HDL-Partikeln iiber den hepatischen HDL-Rezeptor
aufgenommen und transhepatisch in die Galle gelangt. Dieses Cholesterin reichert sich in der
Galle an und trdgt zur Cholesteriniibersattigung und zur Bildung von Cholesteringallensteinen
bei. In dieser Arbeit konnte keine Assoziation zwischen Gallensteinen und Polymorphismen
in Intron 5 und Exon 8 des SRB/-Gens gezeigt werden. Signifikante Unterschiede ergaben
sich in der statistischen Auswertung von Laborparametern nur fiir den Intron 5
Polymorphismus. Fiir diesen SNP konnte ein Zusammenhang mit Gesamt-Cholesterin und
Triglyzeriden gezeigt werden. Patienten die fiir den SNP im Intron 5 homozygot (C/C) sind,

wiesen signifikant hohere Gesamt-Cholesterin- und Triglyzeridwerte als heterozygote (C/T)
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Patienten auf. Diese Resultate zeigen, dass der Intron 5 Polymorphismus zwar nicht direkt mit
dem Auftreten von Gallensteinen, jedoch ebenfalls mit lithogenen Risikofaktoren wie dem

Gesamt-Cholesterin und den Triglyzeriden assoziiert ist.

4.3 Ausblick: Klinische Anwendbarkeit und genetische Risikofaktoren

Die vorliegende Studie ist die erste humane Assoziationsstudie, die murine Lith-Gene
systematisch an Gallensteinpatienten analysiert hat. Die im Mausmodell identifizierten Lith-
Gene wurden am Menschen untersucht, um zu erkennen, ob sich die in der Maus gefundenen

Ergebnisse auch in einem humanen Patientenkollektiv bestitigen lassen.

Die in dieser Studie untersuchten Kandidatengene mit ihren Polymorphismen zeigten keine
direkte Assoziation mit dem Auftreten von Gallensteinen. Jedoch wurden signifikante
Zusammenhédnge mit wichtigen Risikofaktoren ermittelt, z.B. BMI, Gesamt-Cholesterin-,
LDL-Cholesterin- und HDL-Cholesterinspiegel. Die Daten dieser Arbeit geben daher weitere
Hinweise auf die pathogenetische Relevanz genetischer Risikofaktoren bei der
Gallensteinentstehung. Zu weiteren Analysen sind zusitzliche LITH-Gene sowie eine groBBere
Anzahl von Polymorphismen zu untersuchen. Zu diesen gehdren Mucingene (118-121), die
hochmolekulare Glykoproteine kodieren, welche von Epithelzellen der Gallenwege sezerniert
werden. Storungen der Mucinsekretion begiinstigen die Entwicklung von Cholesterinsteinen,
zudem kolokalisieren diese Gene mit Gallenstein-QTLs (122). Auch die 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMGCR) (123), welches das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Cholesterinbiosynthese ist, ist bisher noch nicht
in Assoziationsstudien bei Gallensteinpatienten untersucht worden. Kiirzlich ist fiir den
heterodimeren kanalikuldren Cholesterintransporter Abcg5/8 eine Kolokalisation mit einem
QTL auf Mauschromosom 17 identifiziert worden (124). ABCG5/G8 wird beim Menschen
insbesondere in der Leber und im Intestinum exprimiert. In der Leber erfolgt iiber ABCGS5/G8
eine Cholesterinsekretion in die Galle, wihrend der Transporter im Darm eine
Barrierefunktion gegeniiber einer iibermafigen Cholesterinresorption besitzt und damit einer
Hypercholesterindmie entgegenwirkt. Patienten mit Mutationen im ABCG5/G8-Gen und einer
Dysfunktion des Proteins entwickeln eine Sitosteroldmie, bei der die Serumkonzentration von

pflanzlichen Sterolen erhdht ist. Im Falle einer Uberexpression von ABCG5/G8 in der Leber
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konnte eine gesteigerte hepatische  Cholesterinsekretion die  Entstehung von

Cholesteringallensteinen fordern (125).

Durch die Identifizierung von krankheitsrelevanten SNPs konnen mogliche Prognosefaktoren
zur individuellen Risikoabschitzung gewonnen werden, um pradiktive Untersuchungen bei
phénotypisch Gesunden durchzufiihren. In der Praxis konnten genetische Tests von LITH-
Genen bei Patienten mit Adipositas und/oder metabolischem Syndrom sinnvoll sein,
insbesondere dann, wenn aufgrund von Begleiterkrankungen ein hohes Operationsrisiko
vorliegt. Ebenso ist es denkbar, eine patientenbezogene Risikoabschitzung durchzufiihren,
um in Abhingigkeit des individuellen Risikos eine primarpraventive Therapie bzw. neue
didtetische oder pharmakologische Priventions- und Interventionsstrategien einzuleiten und
der Entstehung von Gallensteinen vorzubeugen. Aufgrund der erheblichen Kosten, die die
Gallensteinerkrankung  mit sich  bringt, konnte gerade eine Primédrprédvention

gesundheitsokonomisch durchaus sinnvoll sein.
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S Zusammenfassung

Die Cholesterincholelithiasis ist eine polygene Erkrankung, bei der Umweltfaktoren sowie
zahlreiche Gene und deren komplexen Interaktionen die Gallensteinpridisposition
entscheidend beeinflussen. Kreuzungsversuche im Mausmodell haben mit Hilfe der
Quantitative Trait Locus (QTL)-Analyse Gallensteinloci identifiziert und zur Erstellung einer
murinen  Gallensteinkarte  gefiihrt. Zudem  haben einzelne Studien humane

Gallensteinkandidatengene untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden systematisch genetische Variationen (Polymorphismen) in
Gallensteinkandidatengenen ausgewéhlt und in einer Fall-Kontroll-Studie mit 184 gematchten
Paaren analysiert, um Assoziationen zwischen SNPs in Kandidatengenen und der
Cholesterincholelithiasis zu identifizieren. Fiir die Auswahl geeigneter Kandidatengene wurde
die im Mausmodell erarbeitete murine Gallensteinkarte herangezogen. Aus dem Lithl-Locus
wurden die beiden Gene fiir das Low Density Lipoprotein Related Protein (LRP2) und den
kanalikuldren Gallensdurentransporter (ABCBI1) ausgewihlt. Weitere Kandidatengene waren
die hepatische Lipase (L/PC) im Lith5-Locus und der hepatische HDL-Rezeptor (SRB1), der
in QTL-Analysen mit HDL-Cholesterinwerten assoziiert ist. Zudem dienten bekannte humane
Kandidatengene wie das Apolipoprotein E (APOE) und das Cholesterinester-Transferprotein
(CETP) als “Kontroll-Gene®, fiir die bereits Assoziationen mit lithogenen Risikofaktoren

beschrieben worden waren.

Die Suche nach geeigneten Polymorphismen erfolgte mit Hilfe von Publikationen und
elektronischen Datenbanken (NCBI LocusLink, JSNP Database, HGVbase). Die Auswahl
geeigneter SNPs wurde anhand ihrer Lokalisation und ihrer funktionellen Relevanz getroffen.
Zur  molekularbiologischen = Genotypisierung ~ wurden  verschiedene = Methoden
(Restriktionsfragmentlédngen-Polymorphismus (RFLP), DNA-Sequenzierung, SNaPshot
Minisequenzierung und TagMan Methode) verwendet, um eine effektivere Genotypisierung
zu erzielen. Das TagMan Verfahren erwies sich als iiberlegene Methode bei der
Genotypisierung groBBerer Kollektive und in Hinblick auf Reproduzierbarkeit und Validitit

der Ergebnisse.
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Die statistische Analyse zeigte, dass keiner der typisierten Polymorphismen direkt mit
Cholesteringallensteinen assoziiert war, jedoch konnten mehrere genetische Assoziationen
mit lithogenen Risikofaktoren aufgezeigt werden. Bei einer komplexen Erkrankung wie der
Cholelithiasis ist davon auszugehen, dass nicht eine einzelne Genvariante entscheidend ist,
sondern dass multiple genetische Varianten einen additiven Effekt auf die Steinbildung
ausiiben. Signifikante Assoziationen konnten fiir SNPs in den, ABCBI1-, APOE-, CETP-,
LIPC-, LRP2- und SRBI-Genen mit lithogenen Risikofaktoren wie dem body mass index,
Gesamt-Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyzeriden nachgewiesen
werden. Diese Arbeit konnte erstmals einen Zusammenhang zwischen humanen L/ITH-Genen
und lithogenen Risikofaktoren zeigen. Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse
bestitigen damit die im Mausmodel identifizierten Lith-Gene. Zu kliren bleibt, ob weitere
Polymorphismen oder Haplotypen der LITH-Gene und deren Interaktionen (Epistase) oder die

Identifizierung von Haplotypen die Entstehung von Gallensteinen beeinflussen.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht die Rolle genetischer Risikofaktoren bei der Entstehung
von Gallensteinen und trdgt damit zum besseren molekularen Verstindnis des
Pathomechanismus der Cholesterincholelithiasis bei. Die Aufkldrung von genetischen
Pradispositionen und die Identifizierung genetischer Risikofaktoren bildet die Voraussetzung
fir neue Ansdtze zur Risikoabschitzung, Priavention und  Therapie der

Cholesterincholelithiasis.
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